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Certains sérums de rhumatisants chroniques possédent un pou- 
voir inhibiteur parfois élevé pour la streptolysine O. 

On sait que le rdle du streptocoque dans la pathogénie des 
rhumatismes chroniques est trés controversé. Longcope, Wester- 
gren [29], Blair et Hallman observent des taux élevés d’anti- 
streptolysine au cours de rhumatismes chroniques. Jacqueline ct 
Eyquem [45], dans une étude portant sur 525 cas de rhumatismes 
inflammatoires chroniques, relévent des taux compris entre 200 
et 400 unités dans plus de 50 p. 100 des cas et des taux supérieurs 
a 800 unités dans 11,8 p. 100. Au cours d’une étude des tests 
d’inflammation en rhumatologie, David-Chausse, du Pasquier et 
Mauvoisin trouvent des taux positifs au début et au cours des 
poussées dans 50 p. 100 des cas de P. C. E. [44]. 


(*) Manuscrit recu le 14 mars 1958. 
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Au contraire, Buniin et Mc Ewen [8] ne trouvent pas de titre 
anormal dans ces cas. 

Par contre, Layani reléve la fréquence de taux compris entre 
200 et 400 unités dans les affections arthrosiques [47]. Ces résultats 
ont donné lieu a diverses interprétations et c'est pourquoi le 
premier probleme qui se posait était de savoir s’il s’agissait 
vraiment d’anticorps ou d’un inhibiteur de la streptolysine d’une 
autre nature. 

Nous avons pensé que l'étude de la répartition du pouvoir 
inhibiteur dans les différentes fractions obtenues par électropho- 
rése sur amidon pouvait contribuer 4 la solution de ce probléme. 
Nous avons ainsi étudié un certain nombre de sérums ayant des 
taux d’antistreplolysine compris entre 150 et 20 000 unités, qui 
sont des sérums de malades atteints d’infections streptococciques, 
de rhumatismes chroniques ou d’autres affections. 


TECHNIQUE UTILISEE. 


L’¢lectrophorése des sérums a été faite sur plaque d’amidon (4, 
2, 14, 16, 24, 24, 25], selon une technique dérivée de celle de 
Ixunkel et Slater, de la fagon suivante. 

Sur une cuve en plexiglass de 45 x 10 cm, on verse l’amidon 
préalablement lavé et mis en solution dans le tampon a raison 
de 250 g de fécule de pomme de terre pour 125 cm? environ de 
iampon véronal pH 8,6. Lorsque la couche d’amidon est bien 
séchée et uniforme, on dépose 1 cm* de sérum pur dans une 
petite rigole & pans inclinés, creusée dans Vamidon a 25 cm du 
pole négatif (qui est a droite de la plaque). On pose, a la surface 
de la plaque d’amidon, un papier sulfurisé imbibé de tampon, 
puis une lame de plexiglass. Le contact entre la plaque d’amidon 
et le tampon est obtenu au moyen de l’appareillage suivant : lame 
d’éponge imbibée de tampon, enroulée dans du papier d’Arche 
et un tissu fin ; ces derniers pendent pour tremper dans les deux 
cuves pleines de tampon. 

La plaque est placée horizontalement entre les deux bacs ov 
sont les électrodes : fil de platine enroulé sur régle de plastique. 

Le tampon employé est le véronal sodique a pH 8,6. 

L’électrophorése se fait en chambre froide a une température 
de 4° € environ, pendant seize heures. Le courant est de 30 milli- 
amperes sous un polentiel de 300 volts. 

Pour recueillir les fractions sériques : on découpe Ja plaque 
d’amidon en 22 tranches de 2 em de large, numérotées de 1 a 22 
en partant de la droite (pole négatif). 

On élue chaque tranche dans 4 cm? d’eau physiologique, puis 
on filtre et on centrifuge pour éliminer toute trace d’amidon. 
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‘Le dosage des protéines a été effectué selon la technique de 
Folin modifiée [48]. 

Nous avons ensuite dosé le taux de l’antistreptolysine O, selon 
Ja technique dont on trouvera la description dans une autre publi- 
cation {28], sur chacune des 22 tranches, et étudié la répartition 
de l’antistreptolysine dans les diverses fractions du sérum. Le 
titrage a été fait par comparaison avec un sérum antistreptoly- 
tique, indépendamment de la nature de J’inhibiteur et chiffré en 
unilés antistreptolytiques (U. ASO). 


RESULTATS. 


Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux I et II. 
Dans les infections streptococciques, le pouvoir inhibiteur de 
la streptolysine se trouve presque entiérement dans les gamma- 
globulines ot sont normalement les anticorps (tableau I). Ce sont 


TABLEAU I. 


% RETROUVE AU NIVEAU DES 
Ggmma Glob. B&ta Glob. Alpha Glob. 


18 CB. 
SCARLATINE 


P. 
NEPHRITE 


Re 
NEPHRITE 


20 
ANGINE A STREPTOCOQUE 
DU GROUPE C, 


des sérums de scarlatine, de glomérulonéphrite, de rhumatisme 
articulaire aigu, d’angine a streptocoque du groupe C (producteur 
de streptolysine O comme celui du groupe A), avec polyarthrite 
(dans ce cas le streptocoque du groupe C représentait 10 p. 100 
de la flore totale du prélévement de gorge). . 

Le tableau II groupe des sérums qui, sauf un, appartiennent 
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Yasieau Il. 


© RETROUVE AU NIVEAU DES 
SERUK U, ASO Gamma Glob. Béta Glob. Alpha Glob. 


a ad a 


51,6 % 


47. 150 Bop Ge 66,6 % 


9.226. 240 57 % 
70. 400 57 % 
Bile 180 42,9 % 
Lh.(lipidémie essent.) + 20.000 98,6 % 


i des rhumatisants chroniques : polyarthrites chroniques éyvolu- 
tives, rhumatismes chroniques sans diagnostic précis, douleurs 
extra-arliculaires, ete. On voit qu'un certain nombre d’entre eux, 
5 st un total de 13, ont un pouvoir inhibiteur de la streptolysine 
qui est maximum aussi dans les gamma-globulines : sérums 13, 
V, 20 bis, 24 et 25 


au. 


Pour les autres, moins de 30 p. 100 du taux inhibiteur se 
trouve dans les gamma-globulines ; c’est au niveau des alpha- 
globulines que le taux est le plus élevé, particuli¢érement dans 
Ja partie voisme des albumines. On y mesure entre 45 et 98 p. LOO 
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du taux inhibiteur total, suivant les cas : sérums 40, 45, 47, LB, 
SLT 9220. TUE 

Un cas spécial est représenté par le sérum 37 ow les unités 
anlistreptolytiques sont également réparties entre les gamma-glo- 
bulines et les alpha- globulines mais avec, toutefois, un taux supé- 
rieur 4 30 p. 100 dans les alpha-globulines, taux qui n’est pas 
habituellement atteint dans les affections streptococciques. Il 
s'agit d’un R. A. A. ancien. 

Le dernier (Lh) est un sérum de lipidémie essentielle ot les 
tests biologiques sont normaux en dehors d’un taux de choles- 
térol a 16 g par litre et d’un taux de lipides totaux s’élevant 
a 145 g par litre. Le taux inhibiteur de la streptolysine O dans 
ce sérum est trés élevé : plus de 20000 unités. L’électrophorése 
sur amidon révéle une forte augmentation du taux des alpha- 
globulines et c’est au niveau de ces derniéres que l’on trouve 
98 p. 100 du taux d’inhibition. 


Discussion. 


On peut disunguer deux cas: 

Le premier est celui des affections a streptocoque producteur 
de streptolysine O. Il est done naturel de penser que le pouvoir 
inhibiteur y est di a la présence d’anticorps spécifiques, lesquels 
se trouvent presque toujours dans la fraction gamma-globuline, 
quel que soit l’antigéne ; 

Le second est celui de cerlains rhumatismes chroniques chez 
lesqueis on ne peut mettre en doute, malgré certaines observa- 
tions [8, 8, 22] et interprétations [3, 48, 17), Vexistence d’un pou- 
voir inhibiteur élevé de la strept toly sine dans le sérum. 

Dans certains de ces cas de rhumatismes chroniques, ]’inhibi- 
teur de la streptolysine n’est pas un anticorps, puisqu’il se trouve 
au niveau des alpha-globulines. Ceci peut étre mis en paralléle 
avec Vhyperalphaglobulinémie observée dans certains sérums de 
rhumatisants chroniques, mais celle-ci n’est pas constante ni en 
relation directe avec le phénomeéne de linhibition. On ne peut 
done considérer comme un argument en faveur du réle du strep- 
tocoque dans le rhumatisme chronique. le fait que le sérum de 
nombreux malades inhibe la streptolysine O. Le probleme posé 
est identification du facteur inhibant la streptolysine, soit fac- 
teur anormal spécial au niveau des alpha-globulines, soit forme 
particuliére du cholestérol de ces lipoprotéines, et le mode d’action 
de ce facteur. Il semble qu’il y ait chez ces malades un état parti- 
culier des lipoprotéines sériques pouvant les rendres inhibitrices 
de la streptolysine. 

Ces phénoménes peuvent étre rapprochés de ceux observés par 
Packalen [49] pour qui le cholestérol hbre, augmenté dans l’ictére 
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des hépatiles alors que le cholestérol estérifié est diminué, inhi- 
berait le pouvoir hémolytique de la streptolysine en se combinant 
avec cette derniére. Il a observé qu’une extraction des lipides des 
sérums d’hépatite ou des sérums conltaminés par des bactéries 
supprime le pouvoir inhibiteur non spécifique. ; 

De méme, le cholestérol du sérum normal ne se combine pas 
avec les hémolysines. Un sérum qui a été conservé longtemps 
ou qui a été contaminé devient inhibiteur de la streptolysine O. 
Hewitt et Todd [3] ont trouvé V’inhibiteur dans une fraction soluble 
dans l’acétone et ils attribuent le pouvoir inhibiteur du cholestérol 
a sa libération a partir des lipoprotéines sériques sous I’action 
protéolytique des bactéries. Selon Bernheimer {8] les hémolysines 
sensibles 4 l’oxygéne sont inhibées par de faibles doses de choles- 
térol sous forme de suspension colloidale, l’inhibition se faisant 
par combinaison avec les hémolysines a l’état réduit (activées). 
I’activité inhibitrice migre électrophorétiquement avec les alpha- 
et béla-globulines qui transportent le cholestérol du sérum [8], ce 
qui s’accorde avec nos résullats. 

Oker-Blom, Nikkila et Kalaja, par précipitation des lpopro- 
téies sériques avec des solutions de bentonite, laquelle ne déna- 
ture pas les protéines, n’ont obtenu aucune modification du taux 
q@’ASO des sérums d’hépatite, bien que 75 p. 100 des lipides 
se trouvent dans le précipité. Au contraire, l’extraction par 1’ éther- 
acétone provoque une chute du titre. Ils suggérent que la léci- 
thine et d’autres lipides sériques jouent un réle adjuvant de celui 
du cholestérol pour inhiber la streptolysine O. Rappelons que 
la streptolysine S a un inhibiteur qui serait une lécithine. 

On sait quil existe des inhibiteurs non spécifiques de la strep- 
tolysine O, chez les animaux [7]: par exemple, le corps, de 
nature chimique obscure, libéré par le coeur de grenouille au 
contact de la streptolysine, ou lVinhibiteur présent dans le plasma 
de souris ayant regu des doses sublétales de streptolysine O. 
Celui-ci n’existe pas dans le plasma normal et migre avec les 
albumines, ce n’est done pas un anticorps spécifique. 

Pour Stollerman {26, 27] l'inhibition de I’hémolysine est 
influencée par l’état physico-chimique des lipoprotéines du sérum 
et le rapport cholestérol/phospholipides. Dans les sérums conta- 
minés le cholestérol serait libéré des complexes lipoprotéiques. 
Chez le lapin hyperlipémique [27], on obtient une inhibition de 
la streptolysine O si le taux du cholestérol excéde la concentration 
en phospholipides du sérum. L’héparine renforce l’inhibition sans 
modifier les concentrations absolues et relatives du cholestérol 
et des phospholipides. Au contraire, chez le lapin diabétique, 
un méme taux de cholestérol n’inhibe pas ’hémolyse, le taux des 
phospholipides dépassant celui du cholestérol. De méme, le sérum 
des malades hyperlipémiques n’inhiberait la streptolysine que sl 
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la concentration du cholestérol excéde de beaucoup celle des 
phospholipides (Stollerman). 

L’ensemble des observations souligne le réle du cholestérol ou 
des lipides sériques, mais il reste encore bien des points a 
préciser. 


ConcLusion. Résumn. 


L’étude de la répartition du taux d’inhibition de la streptolysine 
dans les diverses fractions sériques, obtenues par électrophorése 
sur amidon, a conduit a distinguer des sérums dont Vinhibiteur 
de streptolysine est un anticorps se trouvant dans les gamma- 
globulines et des sérums dont linhibiteur de streptolysine se situe 
au niveau soit des béta-, soit, le plus souvent, des alpha-globu- 
lines et qui ne parait pas étre un anticorps au sens immunologique 
du mot. 

Les sérums des affections 4 streptocoques producteurs de strep- 
tolysine O ont un pouvoir inhibiteur toujours situé dans les 
gamma-globulines (anticorps vrais). 

En ce qui concerne, en particulier, les rhumatismes chroniques, 
les deux cas peuvent se présenter. On ne peut expliquer pourquoi 
fes anticorps vrais se rencontrent dans certains cas de rhuma- 
lismes chroniques ; peut-étre pourrait-il y avoir dans les antécé- 
dents une infection a streptocoque ? Il faudrait un nombre 
d’observations beaucoup plus grand avec des examens cliniques 
détaillés pour fixer ce point. Il n’en est pas moins vrai que, dans 
beaucoup de cas de rhumatismes chroniques, le maximum du 
pouvoir inhibiteur de la streptolysine O se trouve dans les alpha- 
elobulines, et ne doit done pas étre attribué a une infection 
streptococcique. 

Il semble, enfin, que l’on puisse classer les sérums en trois 
catégories quant 4 leur pouvoir inhibiteur de la streptolysine O : 
ceux ne contenant que des anticorps streptococciques spécifiques, 
ceux ott se trouve l’inhibiteur streptolytique seul, enfin, ceux qui 
possédent les deux facteurs, 


SUMMARY 


SruDY OF THE INHIBITING CAPACITY OF HUMAN SERA TOWARDS 
Q STREPTOLYSIN IN THE DIFFERENT FRACTIONS OBTAINED 
BY STARCH ELECTROPHORESIS. 


The study of the distribution of streptolysin inhibiting level in 
the different serum fractions obtained by starch electrophoresis 
allows to differentiate two kinds of sera: I. aa the streptolysin 
inhibitor of which is an antibody present in y-globulins ; 2. Sera 
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the streptolysin inhibitor of which is present either in B- or most 
often in a-globulins and which does not seem to be an actual 
antibody. 

The O streptolysin of sera from streptococcal infections is 
always present in y-globulins (actual antibodies). As to chronic 
rheumatism, both cases can be met with. 

It is not possible to account for the presence of actual anti- 
bodies in certain cases of chronic rheumatism; they might be 
due to a previous streptococcal infection. A much greater number 
of observations with detailed clinical examinations is still needed 
to elucidate this question. It is however unquestionable that, in 
many cases of chronic rheumatism, the maximum O streptolysin 
inhibiting capacity is found in go-globulins and must not be 
ascribed to a streptococcal infection. 

It seems that sera can be classified into three categories, as 
to their O streptolysin inhibiting capacity : those which contain 
only streptococcal specific antibodies ; those which contain only 
ihe streptolvtic inhibitor, those which possess both factors. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN 1957 


par R. BEQUIGNON et Ch. VIALAT (*). 


(Institut. Pasteur) 


1° Personnes traitées : 


742 personnes se sont présentées & la consultation du Service 
de la Rage. A 107 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement : 

La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion a 5 p. 100 de matiére cérébrale de mouton 
succombant au virus fixe, dans l’eau physiologique phéniquée 
a 1 p. 100. On emploie exclusivement pour la préparation du 
vaccin de jeunes moutons en bon état de santé, d’un poids moyen 
de 42 kg, dont ’encéphale pése environ 90 a 100 g. Aprés ino- 
culation intracérébrale, ils sont sacrifiés le huitiéme jour et leur 
encéphale extrait; aprés contrdle de virulence et de stérililé, 
les cerveaux sont broyés et 5 parties de brovat de cerveau sont 
émulsionnées dans 100 parties d’eau physiologique phéniquée 
a 1 p. 100, puis la suspension est placée vingt-quatre heures 
dans une étuve a 22°C, avant d’étre mise en ampoules. Les 
ampoules de vaccin sont conservées pendant une semaine a la 
température de 2°.C a 5° C, avant d’étre livrées. Chaque jour, 
les sujets en traitement recoivent une ampoule de 5 ml (demi- 
dose pour les enfants) par voile sous-cutanée au niveau de la 
région péri-ombilicale. Le traitement a une durée de quinze, vingt 
ou trente jours selon le siége et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1957, le 
1966° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 1882 
et employée pour la vaccination & partir du 90° passage lors de 
la création du Service de la Rage, rue d’Ulm. La souche est 
entretenue sur le lapin. 

Le controle de la valeur antigénique du vaccin antirabique 
phéniqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée anté- 
rieurement (Béquignon et Vialat [4)). 


(*) Manuscrit recu le 31 mars 1958. 


VACCINATIONS ANTIRABIQUES A L’INSTITUT PASTEUR 139 


Depuis le 25 février 1955, l'approvisionnement en sérum anti- 
rabique purifié permet l’usage de cette prophylaxie, dans les 
morsures récentes. La vaccination est, par prudence, mise en 
ceuvre a la suite de cette prophylaxie dans les cas de suspicion 
de rage. Dans les cas ott la suspicion de rage est peu probable 
et permet d’attendre la lecture des coupes histologiques du 
névraxe de V'animal mordeur, le sérum seul a été utilisé pour 
la prophylaxie. 


3° Répartition des personnes traitées d’apres le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


AT Wee Celcdemtallenmhincn Galse mers. haseivemrer neem a treet sisicraatcerarcraiens 
INCE? Ree ODEO ABUSE ORO CONE ice CATO od ero AG ocmrreran & 
EE SC Hl Were ein Dee ROR eRy RETA Ce IR SAI dee aie AR erence 
OF NET CS AON Maem Mace Smee Per inci ERR REA RIO ACRC ITED Samah SPM CERRO ena one 
FRVRINCG: Ay aisvesoBeretesere taser e ale eae o sora aie atone SESE STEVI Or ate aE Sees ii 
( Ginfstc(= AIS GOA CHOI Cr ee oy cee O POTN: SOCEM PORTS TOE sari ORC RO nee 
16010 OIA ORG CO ECO TaD CRO OTE TS Caer WOT ASR CHOMIO CERO maT ORS A 
IWEST OG travesorcter, sanene eyoh stairs taicchee cheteva renahatteronstereaeie ter ia Terese a costa cloteuecvenoreteteteren stale 


CO OO Oo a 1 


4° Répartition des personnes traitées suiwant Uanimal mor- 
deur : 


Chiensuder proprictomeswc OOMUS meter) eraser taiierieeieinei iterates 23 
HVE ME ELTAINESS “sarsvepaieveicee acre NET ans ohyceoeu ttescetolaussa Wanereenarerenctoecmteasiey 73 
Ghats Commits a sop. nrctersoreote ose arate soc terse siete aie ae tare etch slanaentatarose se 4 
Clratsmenm CONMUSHEnraer Eimer eter tetemrcrcmerettetensts iaeeteaer eee areranetererenersrs 2 
WOR cee mona ae cnr can occ coe ae tere Macaca ata ATO O croc ie 1 
Gobayer nace: expen ervale)ieencr: milo etait rats sieleleter sie olstelels)steleterotere cals 1 
TEV te Sooke ave esttwtava rc tonsteust entreness ante Gy Gani qoranses iste separa sueyeiake are sped stats myon Meee acho 2 
SIRO” Roa opmucau es Gone Daa Onse Geo op oocnn Casey DOO Ue OdSA on OO oe 1 


5° Répartition des personnes traitées daprés les preuves de 
rage chez Vanimal mordeur: 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de Vanimal mordeur a été constatée 

par examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Ghuigegeia IN Sgonesecesccb0on secodocno0a0 co ph b GEN uoDORONOAGBOODC 5 
(CWSI. IB acocnosGacc0 bo coop cues Homa onuc ane DObuoDDeUDEOUsON 3 
(CHigetaidie: GC) aoao cuss pe cadoesodouenpoadtues Gong soo noo ccmodsGO OOK 99 


Les névraxes de 213 animaux ont été examinés par le Service 
de la Rage. Cent quarante et une fois les commémoratifs de ta 
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morsure de l’animal et ’examen histologique du systeme nerveux 
nous ont autorisés A arréter le traitement chez les personnes 
mordues. 

Les principes généraux qui ont diclé cette décision ont été 
rappelés dans un rapport précédent [2]. 

Au cours de l'année 1957, la rage a continué de sévir dans trois 
départements (Basses-Pyrénées, Hautes-Pyrénées et Gers). C'est 
ainsi que 26 cas ont été reconnus par examen histologique ou ino- 
culation a Vanimal. 

En voici Ja répartition : 


Hvures-PYRENEES BASSEs-PYRENEES GERS 
Vanvier Gancaweiac l cas 1 cas 1 cas 
BEVRIGH ) ana csvee iacas 2 cas 
Mars: (ies ects acic 4 cas 
Nevast Mapas outcry ofene 1 cas 2 cas 
Miah sett teres I cas 
JPNLYOY Ses, e-taroxchreteastons 2 cas 
Septembre ...... 1 cas 1 cas 
Novembre cacees. 2 cas 


6° Répartition des personnes traitées daprés les caracteres de 
la morsure : 


PTOTOD MES Sie, o:csierone casi doit orerapie e theesatya ATererel ene sits crate ORR en EPO 6 
Superficiellesy, sr. o3.5.21000 eters wie was seseys aye oor a ennmwckye rete sieve verte ae 71 


7° Répartition des personnes traitées suivant que les vélements 
ont élé interposés ou non: 


Peay MMe sats. 2 exe cle evatiere veer le eee ete cue rie eee ee nae Ten 82 
Vetementss duterposés: eta. sciences nro econ ete eon 25) 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siege de la 
morsure : 


PSO. . aieyserstfannnige arereare ale Biaeerecish SS ae OTe  e ee ee 8 
Membres: ‘Supérieurs: wrt.<vsiet cierstarcy-ttecteeerariore eters crate ee ee eee 66 
TEYOMG.™ wicieiate esave, a etore Stn sts eierererateeeteteTe eee amore ay eT ne 

Memibrestinférieurs® Jesse ccrreniierteriucteeien Oo Ce eee ay) 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de 
jours écoulés entre la morsure et le traitement : 


Oe air Sh OUNG. Gaenis oiasiavanrio aerate sae oni ee 61 
Dal.” TOURS E ohoe cinerea eee eil cm eee aa ee Ren een 23 
Ga TA. Pours? sac acteate secre crores ato teotee yc eI ee ee ee 10 
Tar eee Won fet ha Ree BES En Godinot daemon Inne cued SHowkioenoeemane 8 


iden | OUrS) Nemec ere REE RSI IIA tia. Os orton oes 5) 
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10° Repartition par département des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


COUC NOD! tira trercn mecey psoas 1 Pyrénées (Hautes) ......... 2 
Bundi Aas cee ee eee can om |PrSactlnee trina ta cetaetns ote 1 
IEADNRC SUS BODE” cadre Onn See ] Seinen sPartsysetacee eerie or 23 
Fimisteretes, arene ey eee 1 Seine Banlieue .......... Be 
WWe-et-Valatine? 2 .5\..). cc asec 1 Seine-Maritime ............ ] 
Matne-et-Hoinen ts. q.cispenccse teat 1 Seine-et-Marme ............. 2 
Maine. ik crete sce evens 1 Seime-et-O1se) eco ance iarcitsisine 14 
Morbillranin yor oe 2 NADP ofthe; sara tearen oacteatoreie siorsteke i 
MoSGliGr wc. fanless esac ] ileum testersrccr seis cicsscemsere i! 


Le tableau ci-joint indique les résultats des vaccinations anli- 
rabiques depuis la mise en application de la méthode phéniquée. 


Personnes traitées| Catégories 


Mortalité 
eA 


16) 89 |5/5|30 


1. Vaccin antirabique phéniqué seul ; 2. Sérum antirabique + vaccin antirabique 
phéniqué ; 5. Sérum antirabique scul ; 4. Total des personnes traitées dans l'année. 


Le Service de la Rage a, en outre, fabriqué pendant l’année : 
22 litres de vaccin antirabique phéniqué a usage humain ; 
85 litres de vaccin a usage vélérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suiwre l’évolution des cas traités 
pendant siz mois au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
13° Décés : Néant. 
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LES STREPTOCOQUES FECAUX 
DANS LES EAUX D’ALIMENTATION 
RECHERCHE. ESPECES RENCONTREES. SIGNIFICATION 


par R. BUTTIAUX (*). 


(Institut Pasteur de Lille) 


En général, les streptocoques fécaux sont considérés comme des 
{émoins valables de la contamination fécale des eaux. Différents 
milieux électifs ont été décrits pour leur dénombrement. Le plus 
utilisé jusqu’en ces derniéres années était celui de Hajna ct 
Perry [4] a l’azothydrate de sodium, incubé a 45°5. Les résultats 
présomplifs obtenus avec ce milieu devaient étre confirmés par 
d'autres tests; Winter et Sandholzer |2} et nous-mémes [3] en 
avons proposé. Tous ces procédés avaient un inconvénient ; is 
manquaient de sensibilité et le nombre de streptocoques D trouvés 
était trés inférieur au chiffre réel. Des 1950, Mallmann et 
Selingman [4] signalaient la supériorité du milieu de Rothe incubé 
a 37°, a ce sujet, et Wen Lan Lou Wang et Dunlop [5] confir- 
maient leurs résultats. Tous ces auteurs continuaient pourtant 
a conseiller ’emploi de l’azothydrate de sodium comme inhibi- 
teur pour les bactéries 4 Gram négatif ; le tellurite de potassium, 
longtemps utilisé par les Anglais, était abandonné par certains 

d’entre eux [6], bien qu'il soit encore signalé dans les méthodes 
denounce par le Ministére britannique de la Santé [7]. 


En 1953, Litsky et coll. [8] proposent la technique suivante : 
recherche présomptive sur milieu de Rothe incubé a 37° et confir- 

mation sur le méme milieu additionné d’éthyl-violet qui supprime 
les fausses réactions dues surtout aux Bacillus et moins souvent 
aux Micrococci. Nous utilisons ce procédé depuis trois ans avec 
la plus grande satisfaction ; les recherches exposées ici prouvent 
ses avantages. 

Depuis, d’autres méthodes utilisant les membranes filtrantes ct 
des milieux électifs nouveaux ont été décrites, celles de Slanetz 
et coll. [9] et de Colobert et Morelis (40). Notre expérience, 4 
Jeur sujet, n’est pas encore suffisante pour intervenir dans cet 


‘> 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1958. 


STREPTOCOQUES FECAUX DANS LES EAUX 148 


exposé. Pourtant Slanetz et Bartley [44] signalent que leur milieu 
modifié en 1957 convient 4 la culture de toutes les espéces ou 
variéltés de streptocoques fécaux. 


I. — DENOMBREMENT DES STREPTOCOQUES FECAUX 
PAR LES PROCEDES DE Hasna-Perry er bE LitTsky. 


Nous avons examiné 174 eaux d’alimentation non traitées pro- 
venant de sources (3) et surtout de puits ou forage (166) intéres- 
sant les nappes phréatiques du Nord de la France toujours sou- 
mises a des contaminations intermittentes ou continues. Cing eaux 
de riviéres ont été étudiées également. 

A. Technique. Deux milieux ont été employés : 

Celui de Hajna et Perry (« S. F. medium» Difco) selon ia 
méthode habituelle antérieurement décrite [8]. 

Celui de Litsky dans les conditions signalées par ailleurs [12] 
et résumées ci-dessous : l’eau est inoculée sur le milieu présomptif 
de Rothe a concentration double (5 x 10 ml) ou simple (5 x 1 m1; 
5 x 1 ml des dilutions a 1/10, 1/100, etc.). Les tubes ensemencés 
sont incubés & 37° durant vingt-quatre et quarante-huit heures. 
Une anse bouclée du contenu de ceux présentant un louche micro- 
bien est repiquée sur le milieu de Rothe additionné d’éthyl-violet 
qui est incubé alors a 37° pendant vingt-quatre et quarante-huit 
heures. La concentration en éthyl-violet est importante et doit étre 
précisée auparavant pour chaque lot employé ; les produits com- 
merciaux portant ce nom contiennent en effet des taux variables 
de colorant. On détermine facilement leur pouvoir inhibiteur en 
ensemencant un milieu d’essai avec un B. cereus ou un B. subtilis, 
un Sé. bovis et un St faecalis. L’éthyl-violet en concentration 
convenable doit permettre le développement des deux strepto- 
coques, mais non celui du Bacillus. Nos études ont été réalisées 
avec un lot fabriqué par Gurr (Londres); Vadjonction de 5 ml 
d’une solution a 0,01 g¢ p. 100 dans Veau distillée 4 1000 ml 
de milieu donnait satisfaction. 

Dans tous les tubes des deux calégories de milieux considérés 
comme pouvant contenir un streptocoque fécal, nous nous sommes 
assurés de la présence de ce dernier. A cet effet, une anse bouclée 
de leur contenu était étalée sur une gélose de Barnes [43] a 
Vacétate de thallium et au triphényl-tétrazolium. Cet excellent 
milieu, dont nous recommandons l’emploi en bactériologie ali- 
mentaire, permet une distinction préalable entre les espéces des 
streptocoques du groupe D et les streptocoques lactiques. Les 
colonies isolées ont été soumises a une identification complécte 
selon les méthodes de Shattock [44, 45]. 

B. Résultats. Nous considérons comme des streptocoques fécaux 
ceux qui, par la technique de Shattock [44], s’averent posséder 
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les substances antigéniques caractéristiques du groupe D de Lance- 
fleld, c’est-a-dire : St. faecalis et ses variétés zymogenes et lique- 
faciens, St. faecium (Orla Jensen), St. durans et St. bovis. Pour 
les 174 eaux étudiées les résultats suivants ont été obtenus avec 
les deux procédés employés : 

1° Pas de streptocoque fécal par les deux procédés : 78. 

Présence d'un streptocoque fécal : 96 ; 

Mise en évidence par le procédé Hajna-Perry seul : 1, 

Mise en évidence par le procédé Litsky seul : 34, 

Mise en évidence par les deux procédés : 61. 

2° Dans les 61 eaux ot le germe a été décelé par les deux 
méthodes, celle de Lilsky permet d’en dénombrer : 

Deux fois plus: six fois; dix fois plus: vingt et une fois ; 
cent fois plus : dix fois ; mille fois plus : une fois ; dix mille fois 
plus : une fois. 

Celle de Hajna-Perry permet d’en dénombrer dix fois plus : 
quatre fois. 

Les chiffres trouvés varient de 2 a 10000 par 100 ml avec !a 
premiére et de 2 & 1000 avec la seconde. 

3° Dans les conditions d’emploi, aucune fausse réaction n'a 
été observée avec lun ou lautre des deux procédés. 

Ces résultats démontrent la supériorité de la technique préco- 
nisée par Litsky du point de vue de la sensibilité. Celle-ci est 
associée, en outre, a une parfaite spécificité. 


II. — ESpPkcES ET VARIETES DE STREPTOCOOUES FECAUX 
ISOLEES DANS LES EAUX. 


Les travaux de Ingram et Barnes [16], de Cooper et Rama- 
dan [47] laissaient supposer que les espéces de Streptococci D des 
intestins animaux étaient différentes de celles des intestins humains. 
Ingram et Barnes ont signalé la présence du seul St. faecium 
dans les matiéres fécales du pore et nous avons fait la méme 
constatation chez la vache [48]; Cooper et Ramadan rencontrent 
le St. faecalis typique dans les féces de ’homme et non pas dans 
celles des bovins et ovins. Cette distribution particulére des 
espéces incitait 4 déterminer l’origine animale ou humaine des 
contaminations de l’eau en identifiant avec précision le ou les 
streplocoques trouvés. Malheureusement des travaux plus récents 
sont peu favorables a cette idée. Avec Guthof [49], nous avons 
trouvé [20] dans les selles humaines, en Allemagne et en France, 
un pourcentage élevé de St. faecium. Cette discordance avec les 
recherches anglaises peut étre due & un facteur local qui doit 
étre précisé, mais elle enléve beaucoup d’intérét a leurs éven- 
tuelles applications a l’hygiéne. 
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Dans les 96 eaux contenant des streplocoques D nous avons 
identifié les espéces suivantes : 

St. faecalis : 16; St. faecalis var. zymogenes : 1; St. faecalis 
var. liguefaciens: 8; St. faecium: 82; St. durans: 1; St. 
bovis: 1. 

Dans une méme eau, les combinaisons suivantes ont été ren- 
cOMirees 

St. faecalis + St. faecium: quatre fois; St. faecalis + St. 
durans : une fois; St. faecalis + St. faecium + St. liquefaciens : 
une fois; St. liquefaciens + St. faecium : six fois. 

Nous voyons done que St. faecium est 3,2 fois plus fréquent 
que St. /decalis et ses variétés. Nous lV’avions déja involontaire- 
ment constaté [24] en disant que les streptocoques fécaux des 
eaux mis én évidence au cours de notre technique de colimétrie 
sur membranes filtrantes ne réduisaient pas le triphényl-tétrazo- 
lium. Ce caractére a servi a Barnes pour différencier St. faecalis 
de St. faecium sur le milieu qu’elle recommande. 


II]. — SIGNIFICATION DE LA PRESENCE DES STREPTOCOQUES FECAUX 
DANS UNE EAU. 


La majorité des auteurs considérent les streptocoques fécaux 
comme des témoins valables de souillure fécale et nous ne revien- 
drons pas, ici, sur cette question. A notre avis, dans l’eau comme 
dans les autres produits alimentaires [22] la présence d’un strep- 
tocoque D associée a celle d’un signe plus douteux de contami- 
nation fécale confirme celle-ci ; trouvé seul, il doit faire considérer 
l'eau comme suspecte et inciter 4 la soumettre a des examens 
répétés. 

L’emploi du procédé de Litsky donne a4 ce test une sensibilité 
trés accrue. Morris et Weaver [23] en utilisant le milieu de Rothe 
trouvaient dans les eaux polluées un nombre sensiblement égal 
de coliformes et de streptocoques fécaux. Avec leur technique, 
Litsky et coll. [24] signalent une corrélation satisfaisante (+ 0,84) 
entre les chiffres d’E. coli et de streptocoques D. Ritter et 
coll. [25] confirment ces résultats. Leiguarda et coll. [26] conti- 
nuent a juger, pourtant, que les coliformes sont des tests plus 
sensibles, mais ils admettent que la recherche systématique des 
streptocoques fécaux est indispensable ; comme les auteurs pré- 
cédents ils ont observé des eaux contaminées (16,9 p. 100) les 
contenant a l’exclusion de tout autre germe fécal. 

Dans les 174 eaux examinées, nous avons recherché tous les 
signes de contamination fécale : coliformes et E. coli, Cl. per- 
fringens et autres Clostridium sulfito-réducteurs, bactériophages- 
Coli et Shigella, en utilisant des techniques décrites par ail- 
leurs [8, 42]. La comparaison des résultats ainsi obtenus avec 
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ceux des recherches de streptocoques fécaux est résumée dans te 


tableau LI. 
TABLEAU I. 


) 


Coliformes + (x) 
Coliformes o 

Tests associés + (xxx) 
Tests associés o 


+ 
of 
et 
fe} 
oO 
. 
ic) 


Cl. perfringens + 
Cl. perfringens .o 
Bactériophages + (xx) 
Bactériophages o 


E. coli o 


(*) Coliformes autres qu’E. coli: E. freundii, E. intermedium, Klebsiella. 
(**) Bactériophages pour E. coli et Shigella. 
c**) Principaux tests de contaminations fécales associés par 2 ou plus de 2. 


Si nous admettons que les eaux contaminées par des matiécres 
fécales contiennent de |’Escherichia coli ou une association d’orga- 
nismes significatifs (FE. coli ou coliformes accompagnés par 
des Streptococci D, des Cl. perfringens ou des bactériophages 
« fécaux »), parmi les 174 étudiées, nous en trouvons 106 ayant 
ce caractére. Les streptocoques fécaux existent dans 81 p. 100 
d’entre elles. La sensibilité de ce test est donc intéressante, mais 
reste inférieure a celle d’E. coli isolée dans 92 p. 100 des cas ; 
elle est supérieure a celle des Cl. perfringens (73 p. 100) et des 
bactériophages surtout (46 p .100). Dans 10 eaux, pourtant, un 
streptocoque D a été isolé seul en dehors de tout autre témoin 
indiscutable et méme de coliformes autres que l’E. coli. Ce 
phénoméne ne permet pas de mettre en doute sa spécificité, car 
dans des analyses ultérieures nous avons vu apparaitre dans ces 
eaux d’autres signes nets de souillure fécale (E. coli, en parti- 
culier). [] incite, au contraire, 4 rechercher systématiquement les 
streptocoques fécaux. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Le procédé de Litsky augmente beaucoup la proportion des 
eaux contaminées ot peuvent étre décelés des streptocoques 
fécaux. Dans 96 eaux ow ils sont mis ainsi en évidence, le pro- 
cédé de Hajna-Perry les décéle dans 62 seulement, soit dans 
64,5 p. 100 des cas. 


STREPTOCOQUES FECAUX DANS LES EAUX 147 


2° La fréquence des diverses espéces ou variétés de strepto- 
coques D rencontrée est la suivante : St. faecium: 82; St. fae- 
calis: 16; St. liquefaciens: 8; St. zymogenes: 1; St. durans : 
1; St. bovis: 1. Ces différentes espéces sont associées dans 
12 cas. 

3° En utilisant le procédé de Litsky les streptocoques fécaux 
peuvent étre considérés comme des tests sensibles de contamination 
fécale ; cette sensibilité est supérieure a celle des Cl. perfringens 
et des bactériophages « fécaux », mais reste inférieure a celle 
d’E. coli. Les streptocoques D existent dans pres de 10 p. 100 des 
eaux ne contenant aucun autre témoin de souillure fécale au 
moment de l’examen ; ceux-ci apparaissent pourtant au cours 
d’analyses ultérieures. Dans ces conditions, on doit conseiller de 
les rechercher systématiquement au cours des analyses hactério- 
logiques d’eaux non trailées par des antiseptiques. 


SUMMARY 


FECAL STREPTOCOCCI IN DRINKING-WATER. DEMONSTRATION. 
SPECIES FOUND. SIGNIFICANCE. 


1. Litsky’s technique significantly increases the proportion of 
contaminated waters where fecal streptococci can be demons- 
trated : they have been found in 96 samples of waters in which 
Hajna-Perry’s method allowed only 62 isolations. 

2. The frequency of the different species or varieties of D strep- 
tococci is as follows: Sir. faecium, 82; Sir. faecalis, 16; Sér. 
liquefaciens, 8; Str. zymogenes, 1; Sir. durans, 1; Str. bovis, 1. 
These different species are found in association in twelve cases. 

3. When Litsky’s technique is used, the presence of fecal 
streptococci can be considered as a sensitive test of fecal conta- 
mination. This sensitivity is higher than that of Cl. perfringens 
and of fecal phages, but is lower than that of E. colt. 

D streptococci are present in almost 10 °/, of the waters which 
do not contain any fecal contaminant at the moment of the exami- 
nation ; however, these contaminants appear laler on. In these 
conditions, in the course of bacteriological studies, waters which 
have not been treated by disinfectants must be examined for the 
presence of D streptococci. 
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VARIATIONS EXPERIMENTALES 
DU TAUX DES ANTI-ENZYMES STREPTOCOCCIQUES 
CHEZ LE COBAYE 


par J. VIALLIER, A. BERTOYE, M. CARRAZ, A.-L. COURTIEU (*), 
J. VIAL et F. GUILLERMET 


(avec la collaboration de M™® GAY-PERRET et M¥* Th. TROSSAT). 


(Institut Pasteur de Lyon 
et Laboratoire de Pathologie expérimentale 
de la Faculté de Médecine de Lyon) 


La constatation fortuite, au cours de manifestations tubercu- 
leuses cliniques [4] chez l'enfant ou l’adulte, de taux élevé d’anti- 
enzymes streptococciques nous a incilés a poursuivre expéri- 
mentalement |’étude de ces anti-enzymes chez l’animal. Pour Je 
cobaye, nous avons essayé d’établir le taux habituel chez l’animal 
normal, et ses variations au cours de J infection tuberculeuse 
expérimentale apres Vinjection de mycobactéries, et aprés l’injec- 
tion d’antigéne streptococcique [2]. 

Trois anti-enzymes streptococciques ont retenu notre attention : 
les antistreptokinases, les antistreptolysines O et les antihyaluro- 
nidases. Les dosages ont ¢té effeetués en utilisant pour les anti- 
streptokinases la méthode de A. Bertoye, M. Carraz, P. Détolie 
et A.-L. Courtieu (qui est analogue a la méthode de Christensen), 
pour les antistreptolysines O la méthode de Wahl (modification 
de celles de Todd et Kalbak) et les réactifs de l'Institut Pasteur 
de Paris, pour les antihyaluronidases la méthode de Seastone et 
Faber modifiée par M. Carraz et J. Vial. Nous n’indiquons pas 
ici les techniques utilisées qui ont été publiées par ailleurs dans 
leurs détails [3]. Rappelons simplement que les taux d’antistrep- 
tokinases sont exprimés en unilés Christensen ou en zones allant 
de tant a tant d'unités, les antistreptolysines O en unités ASL 
et les antihyaluronidases en unités T. R. U. (Turbidity-Reducing 
Units). 

Des publications antérieures [4] nous ont permis de préciser 
certains points. C’est ainsi que nous avons discuté et essayé 
d’établir le taux que l’on pouvait qualifier de normal, pour cha- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1958. 
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cun de ces trois anti-enzymes chez le cobaye. Nous avons prélevé 
le sang soit par ponction cardiaque, soit au moment du sacrifice 
chez des cobayes neutres en apparence normaux. Plus encore que 
chez Vhomme il est difficile, sinon impossible de qualifier un 
animal de normal. Il faut éliminer ceux qui ont été injectés par 
des substances microbiennes ou non, ou qui ont été soumis a des 
conditions de vie inhabituelles. Le comportement antigénique de 
animal en chenil peut étre modifié sous linfluence d’agressions 
microbiennes ou virales dépourvues d’extériorisations cliniques et 
se déroulant sous la forme d’affections totalement inapparentes. 
La méthode statistique permet de fixer une limite des taux habi- 
tuels rencontrés. Seuls quelques individus peuvent échapper a ce 
taux limite, leur pourcentage doit en étre restreint. 

Nous avons étudié Vactivité anti-enzymatique du sérum de 
118 cobayes. Malheureusement, dans quelques cas rares, nous 
n’avons pas pu praliquer simultanément sur le méme échantillon 
de sérum les trois réactions. [La recherche du taux d’antistrepto- 
kinase, troublée dans son déroulement, nous a parfois fourni des 
résultats anarchiques dont il n’a pu étre tenu compte. Ces cas 
ont été éliminés. 

Nos résultats se répartissent comme suit. Nous indiquons entre 
parenthéses le nombre d’animaux dont le sérum a permis I|’étude 
simultanée des trois anti-enzymes. 


@) ANTISTREPTOKINASES b) ANTISTREPTOLYsINES O C) ANTIHYALURONIDASES 
moins ou 150 U. 92 (80) de 0a 80U. 87 (75) de 0A10U... 98 (86) 
de 150 a4 300 U. 8 (4) de 804 120 U. 2004) del0a20U... 7 Q) 
de 300 4 G00 U. 8 () dem 20 ca GOW 2 (2) Widen 20 Fans) Were) 


de 600 4 900 U. 3 @) 


19 animaux soit 10,8 p. 
100 avaient un taux supé- 
rieur & 150 unités 


de 160 4 200 U. 1 (1) 
au-dela de 200 U. 0 


23 animaux soit 20,9 p. 
100 avaient un taux supé- 
rieur 4 80 unités. 


11 animaux soit 10,5 p. 
100 avaient un taux supé- 
rieur A 10 unités. 


Ces recherches ont été faites en tenant compte de variations 
saisonniéres ou alimentaires possibles, en séries multiples, mettant 
a Pabri d’erreurs systématisées. Nous n’avons pas tenu compte 
du sexe de l’animal ni d’une gravidité possible, mais cette éven- 
tualité n’a certainement pas excédé 8 p. 100 des animaux. 

La limite habituelle supérieure du taux d’anti-enzymes strepto- 
coceiques chez le cobaye qualifié de normal nous a paru pouvoir 
étre fixée 4 150 unités Christensen pour les ASK, a 80 unités pour 
les antistreptolysines O et 4 10 unités pour les antihyaluronidases. 
Ces chiffres ne peuvent avoir qu’une valeur relative et ne sont 
comparables que pour une méthode déterminée. Il est certain 
que, dans quelques cas, les chiffres trouvés chez l’animal sain 
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peuvent dépasser ces taux, peut-étre sous l’influence d'une affec- 
tion occulte. 

Nous avons, dans un deuxiéme groupe de recherches menées 
parallélement afin d’éviter toute cause d’erreur, établi le taux 
des anti-enzymes sériques de 40 cobayes inoculés avec des pro- 
duits pathologiques de provenance humaine (expectorations ou 
liquides gastriques), sacrifiés entre le quaranti¢éme et le soixan- 
lieme jour sans que l’autopsie permette de mettre en évidence la 
moindre lésion de tuberculose expérimentale. 

Les résultats furent les suivants : 


@) ANTISTREPTOKINASES b) ANTISTREPTOLYSINES O C) ANTIHYALURONIDASES 
moins oumloly Ue Ode soins de cli Uraee ser ode de Oa LON 3 a0) 
dew lo0 cans) UN 54.-)) 9) odes -S0rar 120) Ui epee Lede: LOkes 20 Ui a7 
dems (ea OO0MUM ee sles cle wi20ran|| GOS Wr sa Oder 20 S0 Ue al 
pluie (0,0) Wi Saas) == de 160 & 200 U ...... 0 

pluismden ZOU NU vanes 0 
10 animaux soit 14,4 p. 1 animal soit 1,9 p. 100 2 animaux soit 5,1 p. 100 
100 de taux anormaux. de taux anormaux. de taux anormaux. 


Au cours de la tuberculose expérimentale du cobaye, nous avons 
recherché le taux sérique des anti-enzymes streptococciques chez 
205 animaux inoculés par voie sous-cutanée avec des produits 
pathologiques bacilliféres ou des souches de bacilles. Au sacrifice, 
entre le quarantiéme et le soixantiéme jour, l’autopsie révéla des 
lésions de tuberculose expérimentale plus ou moins importantes. 


@) ANTISTREPTOKINASES b) ANTISTREPTOLYSINES O C) ANTIHYALURONIDASES 
moins ou 1b) Wo. Wis moms de s0)'U -..... 97 Ge ey NOW Saonds 199 
dewmloliraes OO MU increment Gky TEN IPA) Ol Geonee Ke ale MOY PAS Wa ocsn 4 
de 300 & 600 U .... Ho te IPD GO eaceac i CEA Ws pono. 2 
plus de 600 U.. Ope denlG0za, 200M UR eerie 12 

plus de 200 U ...... 21 
21 animaux soit 10,7 p. 103 animaux soit 51 p. 6 animaux soit 5,8 p. 100 
100 de taux anormaux. 100 de taux anormaux. de taux anormaux. 


Trente et un cobayes ont été tuberculisés par inoculation intra- 
dermique a la fois dans les régions axillaires et inguinales de 
souches plus ou moins virulentes de bacilles tuberculeux ; les 
animaux ont été sacrifiés trente jours aprés Vinoculation. Les 
résultats de cette expérimentation ont élé rapportés par ail- 
leurs [2] : 

SL cobayes soit 16,1 p. 100 avaient un taux d’ASK — supérieur a 150 U. C. 

10 cobayes soit 32,2 p. 100 avaient un taux d’ASLO supéricur a 80 U. 
2 cobayes soit 6,4 p. 100 avaient un taux ASH supérieur a 10 U. 


On pourrait nous objecter que ce pourcentage élevé d’animaux 
tuberculisés, présentant un taux anormalement élevé d’anti-enzymes 
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streptococciques ou plus exactement d’antistreptolysines, corres- 
pondait en réalité a des cobayes tuberculisés, et surinfectés par 
un streptocoque sécréteur d’enzymes introduit avec le produit 
pathologique ou ayant contaminé l’animal ultérieurement. 

Chez 87 animaux nous avons, quelques instants aprés le sacri- 
fice, fait un prélévement au niveau de la cuisse injectée, du 
ganglion inguinal et des tissus avoisinants. Ce ganglion corres- 
pondait aux voies lymphatiques drainant les ulcérations cutanées 
de la région. Nous avons pensé qu’il pourrait nous fournir, par 
cultures sur milieu de Pike liquide aprés broyage, des strepto- 
coques en cas de surinfection primitive ou secondaire de la région. 
Le caséum ganglionnaire central prélevé avec de grandes précau- 
tions d’asepsie est toujours resté stérile. Par contre, lorsque les 
précaulions sont moins strictes, le prélévement est plus exacte- 
ment le reflet de la souillure possible de l’animal ou du milieu 
ou vil celui-ci. 

Une seule fois nous avons isolé un streptocoque B hémolytique 
du groupe A. L’animal tuberculisé avait un taux  strictement 
normal pour chacun des trois anti-enzymes. 

Trente-sept fois la culture a permis d’isoler un streptocoque /} 
hémolytique n’appartenant pas au groupe A ou appartenant au 
groupe C. Voici les taux d’anti-enzymes correspondants : 


@) ANTISTREPTOKINASES b) ANTISTREPTOLYSINES O C) ANTIHYALURONIDASES 
moins ou 150) Ul...) (34. moins de” SONU) en. 20) | den 0 manOn Umea 36 
dé 150 al S00U) eS de 804120 U.... 10 dey VO Gam QO precreee {) 
de 300 4 G00 U .... O de 120 a 160 U 3 au-dela de 20. U ..... ] 
plusy de G00)G=s.. (0: derlG0 aN 200NU ee 

au-dela de 200 U.... 2 
3 animaux soit 8,1 p. 100 17 animaux soit 48,6 1 animal soit 2,7 p. 100 
de taux anormaux. p. 100 de taux anormaux. de taux anormaux. 


Sept fois c’est un streptocoque viridans qui a été décelé. Aucun 
de ces cobayes tuberculeux ne présentait de taux anormalement 
élevé d ASK ; 4, soit plus de la moitié, avaient un taux d’ASL O 
inférieur au chiffre normal de 80 unités. 

Vingt-trois fois l’ensemencement n’a pas permis d’isoler de 
streptocoque. Voici les chiffres trouvés : 


@) ANTISTREPTOKINASES b) ANTISTREPTOLYSINES O €) ANTIHYALUROMDASES 
moins, ow Lo) Weeeen as moins de 80 U ...... 13 cake eM) ey TUE 8 ee eS 
de 150 a 300 U \ der SOR 20) We eee $ cs WO AY OP A seh one () 
de 300 4 GOO U.... ft SAO MED WS 3.0 Ato. ] au-dela de 20 U ..... ] 
plus de 600 U der lOO ae 200 5U) sere. 

5 animaux soit 21,7 p. 100 10 animaux soit 43,4 1 animal soit 4,34 p. 100 


de taux anormaux. p. 100 de taux anormaux. de taux anormaux 
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Ces chiffres ne peuvent étre statistiquement valables. On ne peut 
pas, néanmoins, manquer d’¢tre surpris en constatant que dans 
ces trois groupes d’expériences le pourcentage de taux d’anti- 
streplolysine anormalement élevé reste pratiquement le méme. 

Dans une autre série de recherches, nous avons injecté au 
cobaye des antigénes streptococciques sous forme de corps micro- 
biens tués par chauffage durant une demi-heure et en suspension 
en eau physiologique 4 raison de 2 milliards de germes par cen- 
tumétre cube. Les animaux ont été sacrifiés ou le sang recueilli 
par ponction de quatre jours 4 vinget jours aprés l’injection sous- 
cutanée pratiquée avec des antigénes streptococciques divers. 

Neuf animaux nous ont fourni neuf fois des taux normaux 
d’ASK, 8 des taux d’ASL O inférieurs 4 80, 1 entre 80 et 120, 
neuf fois des taux normaux d’ASH. 

Deux antigénes streptococciques n’appartenant pas au groupe A 
ont servi a préparer un lot de cobayes. Voici les chiffres obtenus 
(tableau I). 


TaBLEAU I. 


4 jours aprés injection 
x " " 


Antigéne Cur. 


Antigéne Bas. 
& 


U 
U 
U 
U 
U 
U 
U 
U 
U 
U 
U 


jours aprés injection 
W " " 


Témoins non 
injectés. 


eqae| Goeadaaqdaqcaq 
eaq) eice ee eaeaqdae aaa 


" " 


L’astérisque indique qu'il s‘agit du méme cobaye, sang préleyé par ponction 
cardiaque. 


Si certains de ces cobayes ont présenté une élévation du taux 
des antistreptolysines O, elle ne fut que relative, les témoins 
ayant présenté, eux aussi (2 sur 3) un taux anormal d’ASL O. 
Le laux des deux autres anti-enzymes est resté normal. 

Un antigéne streptococcique, préparé comme précédemment 
4 partir d’un streptocoque 6 hémolytique du groupe A, a été 
injecté 4 5 cobayes a raison d’une injection journaliére de 1 mil- 
liard de germes tués. Voici les résultats obtenus et le nombre 
d’injections recues par l’animal (tableau II). 
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Tasieau II. 


3 injections 
5 " 


15) 


Voici, par contre, les taux obtenus a la suite d’une seule injec- 
tion du méme antigéne & 6 cobayes apparemment normaux, 
sacrifiés plus ou moins longtemps aprés l’injection (tableau III). 


Tasceau III. 


cobaye témoin non injecté 
sacrifié 20 heures apres l'injection 
" " 


entre 150,et 


Z 
5 
0) 
2 
I 
ue 
I 


Au cours de ces deux expériences, & une exception pres, le 
taux des ASK est resté normal, le taux des AHS a peu varié, 
le taux des antistreptolysines O a subi des variations chez la 
plupart des animaux, mais les taux observés ont été variables, 
et dans la derniére expérience notre témoin sacrifié avant toute 
injection, bien qu’apparemment normal, avait un taux élevé 
d’antistreptolysine O. 

Cette expérimentation n’apporte que des résultats fragment- 
taires. On peut en tirer cependant déjA quelques conclusions. 
Parmi les anti-enzymes streptococciques, les antistreptolysines O 
sont celles qui sont le plus sujettes a des variations. Chez les 
cobayes, Vinjection d’antigénes streptococciques améne des modi- 
fications du taux de cet anti-enzyme qui paraissent relativement 
limitées. Au cours de la tuberculose expérimentale du cobaye, 
on trouve trés fréquemment, au contraire, un taux élevé d’anti- 
streptolysine O. Pareilles élévations se rencontrent spontanément 
chez Vanimal normal, mais dans un pourcentage de cas réduits. 
Chez le cobaye tout au moins, il n’a pas été possible d’établir 
une relation entre l’élévation de ce taux d’antistreptolysine O et 
Yexistence d’une affection streptococcique de l’animal. ‘L’éléva- 
ion des taux d’antistreptokinases et surtout d’antihyaluronidases 
sont plus rares, mais la encore elles se rencontrent, chez l’animal 
normal ou l’animal tuberculeux. aussi fréquemment que chez 
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celui injecté avec des antigénes strepltococciques, et il n’est pas 
possible d’établir une relation de cause a effet entre V’injection 
de streptocoques et les variations des taux d’anti-enzymes. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL VARIATIONS OF STREPTOCOCCAL ANTI-ENZYMES LEVEL 
IN GUINEA PIGS. 


Studies on guinea pigs inoculated with streptococcal antigens, 
pathological material containing tubercle bacilli or not, and on 
normal guinea pigs. The results have been as follows. 

Among streptococcal anti-enzymes, anti-O streptolysins are the 
most variable. The injection of streptococcal antigens provoke 
limited variations of this anti-enzyme level. In the course of 
experimental tuberculosis in guinea pigs, a high level of anti-U 
streptolysin is often found. This high level is also found, but 
less often, in normal animals. It was not possible to state a rela- 
tionship between the increase of this anti-O streptolysin and the 
existence of a streptococcal infection in the animal. Increases 
of anl-streptokinase and anti-hyaluronidase levels are less fre- 
quent; they are found as often in tuberculous animals as in 
animals inoculated with streptococcal antigens. 
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ETUDE DE LA LYSE DE SALMONELLES PATHOGENES 
PROVOQUEE PAR LE LYSOZYME, 
APRES DELIPIDATION PARTIELLE DE LA PAROI EXTERNE 


par Louis COLOBERT (*) 


(avec la collaboration technique d’Andrée CAVANAGH, 
Jean GUILLOU et Marie-Thérése HAMON). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Section Technique 
de Recherches et d'Etudes des Services de Santé des Armées, 


108, boulevard Pinel, Lyon) 


‘Le lysozyme ne provoque directement la lyse que d’un petit 
nombre d’espéces bactériennes appartenant exclusivement, semble- 
tl, aux genres Sarcina et Bacillus; mais la présence d'un 
substrat de l’enzyme dans la paroi de bactéries a Gram négatif 
est suspectée depuis longtemps. En réalité, Vinterprétation des 
lésions cytologiques observées sous leffet du lysozyme s’est 
révélée délicate du fait de la difficulté de les distinguer des 
lésions spécifiques simplement provoquées par la manipulation 
des bactéries dans des conditions non physiologiques (1). Les 
recherches qui font objet de ce Mémoire permettent d’affirmer 
la présence d’un substrat du lysozyme dans la paroi de salmo- 
nelles pathogénes pour homme. Elles ont été réalisées dans ‘le 
souci de contréler les résultats de l’observation morphologique 
ou néphélométrique trop sujets a des erreurs d’interprétation, 
par des moyens d’investigation chimiques, immunologiques ou 
de cinélique enzymatique. 


I. — MéTHODES ET TECHNIQUES. 


L’étude a porté sur Eberthella typhi (souche O-901), Salmo- 
nella para A et Salmonella para B. Les résultats sont valables 
pour les trois espéces, & moins d’indication contraire. Les bacté- 


(*) Manuscrit regu le 13 mars 1958. 
(1) Nous avons décrit dans un Mémoire précédent les caractéristiques 
de ces derniéres lésions [44]. 
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ries ont été cultivées sur gélose ordinaire 4 37° et récoltées apres 
vingt-quatre heures. 

Le lysozyme utilisé est le lysozyme d’ceuf de poule commercial 
(Armour), cristallisé. Les dosages d’activité ont été réalisés A 
aide d'une technique précédemment décrite [9], cependant lége- 
rement modifiée pour en augmenter la sensibilité; le mode 
cpératoire est le suivant : 

On fait une suspension de Micrococcus lysodeikticus séchés par 
l'acétone, avant la densité optique de 0,290 (au lieu de 1,045 
comme indiqué dans la note [9]), dans le tampon phosphate 
pH 7,2 M/15; a 2,4 cm* de cette suspension on ajoute 0,6 cm? 
de suspension de lysozyme dans le méme tampon phosphate ; 
la densité optique tombe alors 4 0,208 sous l’effet du lysozyme ; 
on déclenche alors le chronométre (temps zéro) et on l’arréte au 
moment ot la densité optique atteint 0,175. Les inverses des 
durées données par le chronométre permettent de comparer entre 
elles l’activité des solutions de lysozyme. 

Deux difficultés peuvent se présenter dans le cas ot les solu- 
tions de lysozyme sont trop concentrées : 

1° Lorsque la concentration est supérieure 4 500 microgrammes 
par centimétre cube, aucune diminution de la densité optique 
n’est apparente et l’on pourrait étre tenté de conclure que la 
solution examinée ne contient pas de lysozyme. Cependant, il esi 
facile d’éviter cette erreur, car on observe en réalité une modi- 
fication de la densité optique, mais une augmentation de celle-ci, 
au lieu dune diminution. Toute augmentation optique doit faire 
suspecter l’existence possible du lysozyme en concentration trop 
élevée. Il suffit alors d’essayer une série de dilutions pour 
cbserver une lyse normale. 

2° Pour étre valable, la durée nécessaire pour passer de !a 
densité optique 0,208 a 0,175 en travaillant 4 26° doit étre égaie 
4 au moins une minute. Si cette durée est inférieure a une minute 
il est nécessaire de diluer la solution enzymatique. 

Les mesures photométriques ont été réalisées & Taide dun 
photométre tricellule Jobin et Yvon, avec écran rouge n° 72; la 
détermination précise des densités optiques, lorsqu’elle fut néces- 
saire, a été réalisée au spectrophotométre A prisme Jobin el 
Yvon a la longueur d’onde de 600 mu. Dans tous les cas on est 
parti d’une suspension dont la densité optique a été ajustée avec 
soin 4 0,290. Pour 2,4 cm’ d’une telle suspension, on a toujours 
ajouté 0,6 cm’ des solutions étudiées, de facon 4 ce que le volume 
final soit de 3 em’, ce qui correspond a une densité optique de 
départ de 0,235. 

Le traitement des bactéries par la chaleur dans le but de les 
sensibiliser A l’action du lysozyme a été standardisé de la maniére 
suivante : la suspension de bactéries en tampon phosphate M/15, 
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pH 7,2, de densité optique 0,290, est placée en ampoules scellées 
de 10 cm’, que l’on maintient immergées dans l'eau bouillante 
pendant dix minutes, puis que l’on refroidit rapidement a Veau 
froide. Les études de cinétique enzymatique ont été menées sur 
de telles suspensions chauffées ; elles ont consisté a mettre en 
évidence la fixation de enzyme sur des bactéries, puis a sulvre 
sa libération en dosant l’activité lysozymique restant dans le 
surnageant de centrifugation [42). 

La lyse des bactéries en présence du sel sodique de l’acide 
éthylénediamine tétracétique (Complexon III) a été réalisée par 
la technique de Repaske [24] modifiée. Celle-ci consiste a faire 
agir V’enzyme en tampon trihydroxyaminométhane-acide chlor- 
hydrique (tampon tris) en présence de Complexon III. A 2,4 cm* 
dune suspension de bactéries en tampon tris (M/20, pH 8,2) 
ajustée a la densité optique de 0,290 on ajoute 0,3 cm? d’une solu- 
tion de Complexon III a la concentration de 0,027 g pour 100 cm* 
dans du tampon tris, puis au temps zéro, 0.3 cm? d’une solution 
de lysozyme en tampon tris. 

Le traitement par un alcoylsulfate secondaire (teepol, solution 
commerciale 4 21 p. 100) dans le but de sensibiliser les bactéries 
au lysozyme consiste 4 ajouter 0,3 cm*® de teepol a 2,4 cm?® de 
suspension bactérienne de densité optique 0,290 en tampon phos- 
phate M/15, pH 7,2. Au bout d’une heure, on centrifuge, 
recueille les bactéries, les lave trois fois 4 l’eau distillée pour 
éliminer le teepol, puis finalement on les remet en suspension 
dans 2,4 cm* du tampon phosphate primitif; on ajoute alors 
0,6 cm’ de solution de lysozyme dans le méme tampon. 


Le microscope électronique est de marque Philips; la tech- 
nique de préparation habituellement utilisée est celle de Williams 
et Backus [84] avec ombrage au palladium. L’examen au micro- 
scope électronique a été réalisé systématiquement au cours de 
toutes les expériences, parallélement aux autres moyens d’inves- 
ligation. 


I. — Resunrars. 


1° EFFET DIRECT DU LYSOZYME SUR LES SALMONELLEs. — Leffet 
du lysozyme sur les trois espéces de salmonelles a été systémati- 
quement étudié en tampon phosphate et en tampon tris, dont on 
a fait varier la force ionique par dilution ou par adjonction de 
chlorure de sodium entre les valeurs 0,01 et 0,5 a Vintérieur 
d'une zone de pH comprise entre 5 et 10. L’influence de la pres- 
sion osmotique a été également étudiée par l’adjonction de sub- 
stances non loniques (glycérine, saccharose) jusqu’a la concen- 
raion 2M. Enfin, on a fait varier la concentration du lysozyme 
entre 0,5 wg et 1000 ug par centimetre cube. De cette étude 
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résulte l’observation fondamentale suivante: en aucun cas, le 
lysozyme ne deétruit la paroi bactérienne ; les seules altérations 
observées ne sont pas spécifiques, elles se rapportent a des pro- 
cesus banaur dendolyse et d?autolyse 44). 


2° SENSIBILISATION AU LYSOZYME PAR L’ ACIDE ETHYLENEDIAMINE- 
TETRACETIQUE. — Au contraire de l’inactivité constatée dans les 
conditions précédentes, le lysozyme provoque la lyse lorsqu’on 
ajoute du Complexon ; la courbe d de la figure 1 montre quelle 


0,2350 
| 
L— 
O 5) lO t 
Fic. 1. — Effet du lysozyme a diverses concentrations en tampon tris et en 


présence de complexon sur Salmonella para B. 

En abscisses le temps en minutes, en ordonnées Ja densité optique des suspensions : 
a. 1000 yg de lysozyme par centimétre cube. b. 500 pg par centimetre cube. — 

e. 200 ug par centimetre cube. — d. 100 pg par centimétre cube 
(pour les concentrations inférieures a 100 yg par centimétre cube la vitesse de 
lyse est d’autant plus ralentie que la concentration est plus basse). En A addition 
de chlorure de sodium pour obtenir une concentration finale de 12 g p. 1000: 
la densité tombe instantanément trés en-dessous de Ja valeur initiale (0,235). 


est l’allure de la lyse suivie au photométre dans le cas de Sal- 
monella para B pour une concentration de lysozyme de 100 pg/cm’. 
Les conditions optimales sont légérement différentes de celles 
préconisées par Repaske dans le cas d’Escherichia coli: la 
concentration du tampon doit étre égale ou supérieure a M/70. 
L’influence du pH entre 7 et 9 s’est révélée réduite : la vitesse de 
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lyse s’éléve un peu depuis pH 7 jusqu’a 8,2 puis se maintient 
constante (fig. 2) au moins jusqu’a pH 9. La lyse est d’autant 
plus rapide et plus accentuée que la concentration en lysozyme 
est plus élevée, pour des concentrations comprises entre 0,5 et 
100 g/em*, Le microscope électronique montre que la parol des 
bactéries est dissoute et que la diminution d’opacité des suspen- 
sions est la conséquence de la dispersion du cytoplasme bacté- 
rien. La planche I d’un mémoire précédent [44] montre les 
aspects morphologiques de cette lyse lorsque la concentration en 
enzyme est faible (1 wg/cm’): la paroi étant dissoute, le proto- 
plasme se présente comme une masse granuleuse (gymnoplastc) 


25OF 


RO eb ett 
O he 8 9 pH 


Fic. 2. — Activité lytique (L) exprimée en unités conventionnelles proportionnelles 
a l'inverse de la densité optique atteinte au bout de dix minutes a 26°, en 
fonction du pH. 


dont se détachent peu a peu des formations granulaires qui se 
répandent dans le milieu. Lorsque la concentration en lysozyme 
est plus élevée (15 ug/cm*), la lyse est brutale, les étapes inter- 
médiaires ne peuvent étre observées, on ne retrouve sur les pré- 
parations que des granules épars et des fragments de cils. 
Lorsque la concentration est supérieure a 100 ug/em® la vitesse 
de lyse se raientit, elle s’annule pour 500 ug/em’ et, pour des 
concentrations supérieures a 500 pwe/cem*®, on observe méme une 
augmentation de la turbidité (fig. 1). Ce phénoméne est tout a fait 
analogue de celui que nous avons décrit dans le cas des Sar- 
cines sous le nom d’inhibition paradoxale [43]; comme dans ce 
cas, l’examen microscopique révéle qu’il persiste une paroi, mais 
le protoplasme s’autolyse rapidement, se répand dans le milieu 
extérleur par exosmose, jusqu’a formation de fantémes. Cette 
augmentation de la turbidité est en relation avec une fixation de 
enzyme sur les hactéries; le dosage de l’activité dans le sur- 
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nageant des suspensions centrifugées montre en effet que 3 cm? 


de suspension en fixent environ 100 ug. L’addition de chlorure 


de sodium (fig. 1, A) provoque une diminution instantanée de la 
turbidité avec libération du lysozyme fixé et lyse bactérienne, 
comme permet de le vérifier le microscope électronique. 

La dissolution de la paroi peut étre observée plus directement 
au photométre lorsqu’on opére non plus sur les bactéries entiéres 
mais sur des suspensions de parois. On obtient celles-ci en aban- 
donnant les bactéries & l’autolyse pendant quelques heures en 
tampon tris [44]. L’addition de Complexon et de lysozyme pro- 
voque alors une clarification des suspensions de parois bacté- 
riennes et le microscope électronique permet de suivre leur des- 
truction ((44] planche I, fig. 5, 6, 7, 8). 

I] a paru intéressant de préciser le rodle de chacun des facteurs 
au cours de la lyse obtenue en présence de Complexon ; en par- 
ticuher on s’est demandé si cette substance agissait en activateur 
de l’enzyme ou au contraire modifiait les bactéries. Lorsque aprés 
avoir ajouté aux suspensions en tampon tris la quantité habituelle 
de Complexon, on les a recueilles par centrifugation aprés une 
heure de contact, puis lavées pour éliminer toute trace de 
Complexon, et qu'on les a remises en suspension dans le tampon 
tris, on observe que la lyse se produit lors de l’adjonction du 
lysozyme ; il en est de méme si les bactéries aprés l’action du 
Complexon sont remises en suspension en tampon phosphate. 
Dans ce cas les conditions optimales pour obtenir la_ lyse 
dépendent de la souche utilisée : pour S. para A et S. para B il 
est avantageux d’utiliser un tampon M/15 de pH 7,2; dans le 
cas dE. typhi les résultats sont meilleurs en tampon M/30 de 
pH 8 (2). Alors que le lysozyme ne se fixe nullement sur les 
hactéries avant traitement par le Complexon, 1] s’y fixe aprés tral- 
tement; d’autre part, le lysozyme traité par le Complexon est 
incapable de provoquer la lyse de bactéries non traitées aprés 
qu’on a éliminé cette substance par dialyse. Il résulte done de 
tout ceci que le tampon tris n’est pas indispensable pour que la 
lyse se produise et que le Complexon agit par modification des 
bactéries et non par activation du lysozyme. 


3° SENSIBILISATION AU LYSOZYME PAR CHAUFFAGE MENAGE. — La 
démonstration de la dissolution sous l’effet du lysozyme de la 
paroi des salmonelles chauffées a déja_ fait Vobjet d'un 
mémoire {42]. La lyse n’est pas apparente au photométre, car le 


(2) Les bactéries « sensibilisées » par le Complexon ne le demeurent 
pas indéfiniment lorsqu’elles sont remises en tampon phosphate ; cette 
propriété s’atténue et disparait en quelques heures. 
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protoplasme coagulé ne peut se disperser aprés la dissolution de 
la paroi, mais il a élé possible de mettre en évidence la fixation 
de l’enzyme sur les bactéries chauffées, suivie de sa libération 
progressive et spontanée, d’observer des altérations morpholo- 
giques des bactéries, de montrer la fragilité des protoplasmes 
coagulés vis-a-vis de la trypsine et du teepol, en comparaison 
de la résistance des bactéries non chauffées et de mettre en évi- 
dence la destruction de l’antigeéne somatique O [7]. 


4° SENSIBILISATION AU LYSOZYME PAR ACTION D’UN ALCOYLSULFATE 
SECONDAIRE. — La sensibilisation des salmonelles au lysozyme 
peut encore élre obtenue en les traitant par un alcoylsulfate 
secondaire (teepol). L’addition de teepol a la suspension de bac- 
{éries chauffées ayant subi l’action du lysozyme a pour effet 
d’entrainer une dispersion du protoplasme coagulé sous forme 
de granules libres (/44] planche II). Lorsqu’on ajoute du teepol 
& une suspension de bactéries non chauffées on observe au photo- 
métre une diminution rapide de Ja densité optique, de l’ordre de 
50 p. 100 de la valeur initiale. L’observation microscopique 
montre que cette variation correspond a une diminution de 
volume des bactéries suivie d’exosmose du protoplasme, au point 
qu’en une heure les bactéries apparaissent vidées et réduites 
a leur paroi. Lorsque aprés avoir éliminé le teepol par dialyse (8) 
on fait agir le lysozyme, on provoque la lyse par dissolution de 
la paroi d’une maniére analogue a celle obtenue aprés chauffage 
ou traitement par le Complexon. 


III. — Discussion. 


I] nous parait utile de définir certains termes dont nous faisons 
usage, car leur sens a ¢té parfois élargi au point de créer des 
équivoques. La lyse est pour nous la destruction totale de !a 
bactérie en tant qu’unité structurale, la dispersion du_ proto- 
plasme étant la conséquence de la destruction de la paroi micro- 
bienne. Une bactérie dont la paroi est totalement détruite, mais 
dont le protoplasme, ne se dispersant pas, demeure cohérent, 
constitue un protoplaste. Nous réserverons le terme d’endolyse 
au phénomeéne de dissolution du protoplasme sans destruction de 
Ja paroi externe, aboutissant 4 la formation de fanlémes. L’exos- 
mose est le passage des éléments protoplasmiques a travers 
l’enveloppe constituant le fantome. L’autolyse, qui se traduit par 
Ja destruction progressive des propriétés physiologiques et struc- 
turales de la bactérie sous l’influence d’une altération de son 
équilibre biochimique interne, parait constituer un cas particulier 


(3) Le teepol inhibe le lysozyme. 
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dendolyse, puisque l'étude que nous en avons faite {44} montre 
quelle aboutit a Vobtention de fantomes, la paroi bactérienne 
résistant aux processus autolytiques. 

Toutes ces définitions sont done fondées sur des données mor- 
phologiques et cytologiques. L’usage des mesures turbidimé- 
triques des suspensions bactériennes ne permet aucunement de 
distinguer entre lyse et endolyse, ce qui est pourtant fonda- 
mental : il ne permet méme pas de dépister a coup sir des alté- 
rations profondes des bactéries, car une suspension de fantomes 
peut disperser la lumiére autant et parfois plus que la sus- 
pension primitive des bactéries [7, 13]; enfin le volume de 
ces dermiéres peut varier dans des proportions considérables 
sous l’influence de minimes modifications du milieu de suspen- 
sion. En réalité, seul le controle microscopique électronique 
permet d’affirmer la destruction ou la conservation d’une enve- 
loppe pariétale au cours d’un processus apparemment « lytique » ; 
la négligence de cette précaution s’est déja révélée inductrice 
d’erreurs d'interprétation [40]. 


* 
** 


Depuis la découverte du lysozyme en 1922, des efforts ont conli- 
nuellement été renouvelés pour tenter d’élargir le spectre d’action 
du lysozyme a des bactéries autres que celles appartenant aux 
genres Sarcina et Bacillus. On peut grouper ces tentatives suivant 
le moyen d’investigation utilisé ; ainsi de nombreux auteurs ont 
cru trouver dans la libération de nucléoprotéines [4, 5, 6, 18, 
20, 25, 27] ou dans des phénomeénes d’endolyse et d’exosmose du 
protoplasme bactérien [49, 20], ou encore dans la réduction de 
Vactivité respiratoire [26], la preuve d’une action spécifique du 
lysozyme sur un trés grand nombre d’espéces bactériennes. En 
réalité, ce type de réaction ne parait nullement spécique du lyso- 
zyme | 44). 

Un autre groupe de chercheurs a tenté de rendre sensibles au 
lysozyme des bactéries 4 Gram négatif en leur faisant subir un 
traitement préalable. Ainsi on a annoncé que le chauffage sensi- 
biliserait diverses bactéries 4 Gram positif et & Gram négaltif [2, 
3, 28], de méme qu'un traitement a l’acétone. Le chloroforme 
aurait un effet analogue [27], de méme que |’exposition aux ultra- 
violets [49]. D’aprés Grula et Hartsell, la paroi des bactéries 
4 Gram négatif serait altérée par Je lysozyme en milieu acide et 
la lyse pourrait étre obtenue secondairement en élevant suffisam- 
ment le pH [46]. L’utilisation du Complexon suivant la technique 
de Repaske a permis d’obtenir la lyse de diverses espéces 4 Gram 
négatif [45, 17, 24]. Enfin, tout récemment, Warren, Gray et Yur- 
chenco (29) ont utilisé la polymyxine pour sensibiliser au lyso- 
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zyme Neisseria catarrhulis et d'autres bactéries. Malgré le nombre 
et importance de ces travaux, la preuve définitive de la présence 
d’un substrat du lysozvme dans les bactéries étudiées n’est pas 
encore faite, et seuls l’isolement chimique et la purification du 
substrat peuvent lapporter. Les résultats que nous presentons 
constituent l’étape préliminaire a la tentative d’extraction chi- 
mique du substrat; ils apportent des arguments d’ordre trés 
divers : morphologiques, enzymatiques, photométriques et séro- 
logiques, qui rendent trés probable l’existence d’un substrat du 
lysozyme dans la paroi des salmonelles. 

Les résultats obtenus avec le Complexon généralisent ceux 
obtenus par Repaske et d'autres auteurs, apportent la preuve 
morphologique de la destruction de la paroi et établissent que 
la lyse est bien la conséquence d’une modification des bactéries 
et non d’une modification de l’enzyme. 'L’efficacité du chauftage 
comme procédé de sensibilisation au lysozyme a été soupgonnée 
par Becker et Hartsell {2, 3]; ces auteurs ont conslaté que le 
iraitement par le lysozyme de diverses bactéries chauffées, notam- 
ment Escherichia coli, permet a la trypsine de provoquer une 
lvse beaucoup plus rapide et accentuée qu’en l’absence de ce 
traitement, mais ils n’ont pas donné d’interprétalion a ce phéno- 
mene qui se produit également avec les salmonelles, comme nous 
lavons vérifié ; en réalité, la trypsine digére le protoplasme des 
bactéries coagulées par la chaleur mais la paroi bactérienne est 
respectée. Si Von fait agir au préalable (ou en mélange avec la 
trypsine) le lysozyme, celui-ci détruit totalement la paroi cellu- 
laire mais respecte le protoplasme coagulé, la trypsine attaque 
alors celui-ci et la lyse devient totale. 

Salton [22], étudiant également par néphélométrie Veffet du 
lysozyme sur des bactéries a Gram négatif chauffées, n’a pu se 
rendre compte que la paroi se trouvait détruite, puisque l’opacité 
des suspensions de protoplastes coagulés est trés voisine de celle 
des bactéries primitives; de plus, comme cet auteur a noté une 
augmentation de Vopacité lors de Padjonction de lysozyme et que 
la concentration de lysozyme utilisée (1 mg/cm’) est élevée, il ne 
fait pas de douie que cet auteur s’est placé dans les conditions de 
Vinhibition paradorale ov la dissolution de la paroi ne se produit 
pas, 

Warren, Gray et Bartell [28] ont annoncé en 1955 que le traite- 
ment par la chaleur ou par |’acétone sensibilisait Pseudomonas 
aeruginosa au lysozyme; malheureusement, une terminologie 
tmprécise laisse planer un doute sur la nature de la « lyse » 
observée par ces auteurs, et il semble que l’exosmose du proto- 
plasme bactérien soit considérée par eux comme le phénoméne 
spécifique caractéristique de l’action enzymatique {29}. 
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Il nous a paru tout d’abord surprenant que des procédés aussi 
différents que le chauffage, le traitement par le Complexon ou 
par le teepol puissent provoquer cette sensibilisation des salmo- 
nelles au lysozyme, et nous avons cherché quel pouvait étre le 
mécanisme commun. On sait qu'un chauffage ménagé peut déta- 
cher des constituants lipidiques de la surface de bactéries appar- 
tenant notamment a la famille des Enterobacteriaceae |23, 24): 
on sait, d’autre part, que le teepol est un détergent puissant et 
que le Complexon, en plus de son pouvoir de chélation, posséde 
des propriétés tensio-actives (4). On pouvait done penser que les 
trois procédés aboutissent a détacher des quantités importantes de 
lipides a partir des bactéries ou de leur antigéne somatique : 
nous avons vérifié qu’il en est bien ainsi [8]. I] semble donc exister 
une relation étroite entre la sensibilisation au lysozyme et !a 
délipidation ; dans cette hypothése tout se passerait comme si ia 
présence d’une fraction lipidique dans la paroi bactérienne mas- 
quait le substrat spécifique de l’enzyme. Cependant, la nature 
du traitement délipidant utilisé n’est pas indifférente : ainsi nous 
n’avons pas pu obtenir de sensibilisation des salmonelles par 
action de nombreux autres délergents, ni par celle de solvanis 
organiques, notamment l’acétone utilisée par Warren, Gray et 
Bartell [28], ni par celle d’un traitement en milieu alcalin ana- 
logue a celui utilisé par Zinder et Arndt [32] pour obtenir, par 
Vaction du lysozyme, des protoplastes a partir d’Escherichia 
colt. Il est intéressant de noter qu’inversement, la polymyxine, qui 
sensibilise diverses bactéries a Gram négatif a Vaction du lyso- 
zyme, ne permet pas de sensibiliser les salmonelles [29]. 


La lyse des salmonelles est compliquée par le phénomene de 
Vinhibition paradoxale qui se produit également dans toutes les 
espéces sensibles au lysozyme lorsque les concentrations d’enzyme 
sont élevées : la lyse parait inhibée et on observe méme une aug- 
mentation d’opacité des suspensions bactériennes. Ceci est en 
relation avec une fixation du lysozyme sur les bactéries sensibi- 
lisées qui ne se produit nullement avec des bactéries non sensi- 
bilisées. On peut penser que, comme nous l’avons formulé dans 
le cas des Sarcines [9, 44, 13], il se forme un complexe insoluble 
entre le lysozyme et les produits de dégradation obtenus par son 
action sur la paroi cellulaire, ou bien encore qu’il se constilue un 
complexe insoluble entre le lysozyme et la membrane cytoplas- 
mique du protoplasme ; des travaux sont en cours pour tenter 
d’éclairer ce probleme. 


(4) «The Versenes », Technical Bulletin, n° 2, publié par « Bers- 
worth Chemical Company », Franingham, Massachusetts, section 1, 
p. 6 (cité par Grula et Hartsell [46]). 
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CONCLUSIONS. 


Le lysozyme ne provoque pas la lyse des salmonelles, 4 moins 
que celles-ci n’aient subi un traitement préalable par chauffage, 
par l’acide éthyléne diaminetétracétique, ou un alcoylsulfate. Ces 
trois traitements ayant en commun la propriété de délipider les 
bactéries, on a été amené A formuler l’hypothése que la présence 
d’une fraction lipidique dans la paroi bactérienne masque norma- 
lement le substrat spécifique de enzyme. 

Le lysozyme employé a concentration élevée ne provoque plus 
la lyse des bactéries sensibilisées, mais provoque au contraire une 
augmentation de la turbidité homologue a celle constatée dans le 
phénomeéne d’ « inhibition paradoxale » observé chez les Sarcines. 


SUMMARY 


STUDY OF LYSIS OF PATHOGENIC SALMONELLAE INDUCED BY LYSOZYME 
AFTER PARTIAL DELIPIDATION OF THE EXTERNAL WALL. 


Lysozyme does not induce lysis of Salmonellae if the bacteria 
have not been previously treated by heat, ethylene-diamin-tetra- 
cetic acid or an alcoyl sulfate. As these three treatments have 
the property of delipidating the bacteria, the findings suggest 
the existence of a lipid fraction in the bacterial wall, this fraction 
masking the specific substrate of the enzyme. 

When used at high concentrations, lysozyme does not induce 
lysis of sensitized bacteria, but on the contrary provokes an 
increase of the turbidity homologous to that observed in the « para- 
doxa] inhibition» phenomenon in Sarcinae. 
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EFFETS PHYSIOLOGIQUES DE LEVANES 
PRODUITS PAR BACILLUS SUBTILIS 


par M’e Y, JOYEUX, A. EYQUEM et R. DEDONDER (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Polyosides 
et Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins) 


I. — InrrRopuctTIion. 


Les lévanes sont des polyosides produits par diverses bactéries 
en croissance sur du saccharose; ils sont constitués de restes 
fructose [4, 2, 3]. 

Les lévanes synthétisés par B. subtilis sont de trés grosses 
molécules ramifiées, formées de chaines de f-fructo-furanose, 
d’une longueur de 9 a 10 restes, liés entre eux par les car- 
bones 2 et 6, les branchements se faisant par des liaisons 
2—T] {4}. 

On peut les rapprocher des dextranes, polyosides bactériens 
constitués de chaines glucopyranose, dont on connait les utilisa- 
tions physiologiques, notamment comme succédané du plasma [5). 

I] paraissait done intéressant d’étudier les etfets physiologiques 
des lévanes produits par B. subtilis, dans la perspective d’une 
utilisation thérapeutique éventuelle, en particulier comme succé- 
dané du plasma. 

On sait que les polvosides, en particulier lévanes et dexiranes, 
ont fait objet d’études en raison de l’abaissement qu’ils_ pro- 
voquent dans la résistance naturelle des organismes supérieurs 
aux bactéries et aux virus. Ils sont capables de se combiner avec 
des protéines sériques: fraction du complement, properdine, 
« Phagocytosis promoting factor » [6, 7. 8, 9, 10, 44). 

Nous étudions dans ce travail la distribution et l’élimination des 
lévanes, injectés dans le systéme circulatoire du rat, de la souris 
et du lapin, leur toxicité, et les effets histologiques sur les cellules 
des principaux organes. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1958. 
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II]. — MatTéRieEL ET METHODES. 


A. Propuirs. — Les lévanes employés dans cette étude sont 
des produits d’hydrolyse ménagée des lévanes natifs. Par préci- 
pifation alcoolique on obtient des fractions de poids molécu- 
laires (P M) relativement bien délimités. 

LBB1 est constitué pour la plus grosse part d’une fraction de 
PM voisin de 50000, contaminée par une petite fraction de P M 
proche de 1 000 000. 

LBB2, plus homogéne, est constitué de lévanes de P M moyen : 
60 O00, 

LBB34 est constitué de lévanes de méme poids’ moléculaire 
moyen que LBB2, mais la fraction est moins homogéne. 

Les solutions, dans l’eau physiologique, ont été préparées de 
facon a obtenir une viscosité relative voisine de 3, soit pour : 


EBBI : concentration finale: «ges. o<< cues os 2,4 p. 100 
MISCOSILE relatives ntcccareu mut eee: ues 2,74 

LBB2- -concentration timale 2.2 sscie sae 2,32 p. 100 
MISCOSTUG: MCLALIVE Fehrs. bine Helse sears 2,87 

HBBS4s = CONCENtrablOm sil aley mics cis. cere oe 5,5 p. 100 
VISCOSULCH TELLING) mine so oe aoe tee ee 3,2 


Les solutions sont réparties en tubes de 50 ml, tyndallisées, 
et conservées congelées jusqu’a utilisation. 

Le dextrane utilisé comparativement au lévane est une solu- 
lion a 6 p. 100 (d'origine suédoise), destinée a la transfusion 
sanguine, dont la viscosité relative est du méme ordre que celle 
des solutions de lévanes. 


B. Trecunioues cHimioues. — Les sucres réducteurs sont dosés 
par la méthode colorimétrique a V’arséno-molybdate de Somogyi 
et Nelson 42, 43]. Le fructose total est titré selon une modification 
de la méthode de Roé, par Cole et coll. [44]. 

Le sang, citraté au moment du prélévement, en général 0,2 ml, 
est déprotéinisé par la méthode de Somogyi au sulfate de zinc 
et a la baryle [415]. On améne 4 5 ml avec de l'eau bidistillée, 
et on centrifuge. Selon les quantités de glucides, on dilue d’une 
a dix fois avant le dosage. 

Le fructose libre est calculé par différence entre le taux de 
sucres réducteurs et le taux moyen de glucose trouvé sur des 
rats normaux du méme lot, alimentés de la méme maniére. 

La moyenne de 34 déterminations, sur 16 rats normaux, s’éche- 
lonnant sur douze jours est de 0,67 g par litre, les limites extrémes 
étant 0,56 et 0,87. 

Le fructose combiné correspondant au lévane est calculé en 
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déduisant le fructose libre du fructose total dosé. Il est exprimé 
en grammes par litre. 

Les urines sont récoltées par vingt-quatre heures. Un échan- 
tillon de 5 ml est déféqué avec le réaclif suivant : 

Acétate neutre de plomb, 30 g; eau, q.s.p. 100 ml; acide 
acétique, goutte A goutte jusqu’a pH = 6,8 a 7. 

Ce réactif est ajouté jusqu’a absence de précipitation. On com- 
pléte a 5,5 ml. Apres centrifugation, 4 4 ml du surnageant on 
ajoule 0,4 ml de SO,Na, 2 N. Les sucres réducteurs et le fructose 
lotal sont dosés sur une partie aliquote apres centrifugation. 

Les effets sur l’élimination urinaire sont évalués en soustrayant, 
pour chaque expérience, des valeurs trouvées pour le fructose 
total chez l’animal ayant recu le lévane, celles données par les 
dosages faits sur les animaux témoins, alimentés de la méme 
maniére que les animaux traités. 

En effet, la réaction utilisée pour les dosages de fructose total 
donne une réaction positive avec les urines des animaux témoins, 
correspondant a des quantités exprimées en fructose variant de 
2 a 8 mg par vingt-quatre heures. Il ne s’agit pas de fructose, 
mais d’un mélange de pentoses d’origine alimentaire. 

Les quantités trouvées dans les urines des animaux traités sont 
exprimées en « fructose ». Elles correspondent a la somme des 
pentoses et du lévane, évaluée en milligrammes par vingt-quatre 
heures. 


C. TECHNIQUES PHYSIOLOGIQUES. — 1° Les essais de toxicité sont 
effectués sur 20 souris blanches de 20 g pour chaque produit : 
une injection lente de 1 ml de la solution de lévane est faite dans 
la veine caudale. On observe le comportement des animaux et ia 
mortalité. 

2° 'La persistance de lévane dans le sang est suivie sur des 
souris, des rats et des lapins. Les souris recoivent par voie intra- 
veineuse 2 ml de la solution de lévane, en deux fois, a trois 
heures d’intervalle. 

Les rats blancs males, jeunes, pesant entre 120 et 150 g, recol- 
vent une injection lente de 5 a 10 ml de la solution de lévane 
(environ la moitié de leur volume sanguin), par voie intraveineuse, 
dans la veine fémorale. Les prélévements de sang sont faits une 
heure aprés injection, puis toutes les vingt-quatre heures, pendant 
une semaine, a la veine caudale ou par ponction du sinus ophtal- 
mique. 

Les lapins regoivent 50 ml de solution de lévane en injection 
dans la veine marginale de l’oreille. 

On évalue sur les rats l’élimination par les urines. 

Pour chaque expérience, avec chaque dose et chaque catégorie 
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de lévane, on a joint des animaux témoins, inoculés avec de l’eau 
physiologique. 

3° Examens hématologiques et histologiques : 

L’examen hématologique a été fait sur une partie des animaux : 
numération globulaire, formule leucocytaire. 

Dans chacune des séries d’animaux, rats et souris, une partie 
a été sacrifiée sept jours aprés le début de l’expérience et l’autre 
trois semaines aprés, pour l’examen histologique, qui concerne 
spécialement le foie, le rein et la rate. 


III. — R&suLrats EXPERIMENTAUX. 


A. Toxicitk. — Les trois produits LBB1, LBB2, LBB34 se 
comportent de maniére équivalente. 

On n’observe pas de mortalité quand l’injection intraveineuse 
est faite lentement. Les souris ne présentent aucun symptéme. 
pathologique. 


B. PERSISTANCE DANS LE SANG. — 1° Expériences sur les rats. -— 

LBB1: Dans le tableau I on rend compte en détail du protocole 
expérimental suivi pour les dosages de sucres dans le sang des 
rats, 4 l’oceasion de l’expérience avec LBB1. On obtient la concen- 
tration du lévane comme différence entre le fructose total et 
le fructose libre. Le taux de ce dernier est faible et on n’en trouve 
plus de trace au quatriéme jour aprés Vinjection. La concentration 
du lévane, constante pendant vingt-quatre heures, diminue ensuite 
progressivement pour étre indosable au cinquiéme ou sixiéme 
our. 
LBB2: Sur le tableau I sont portées les valeurs exprimant les 
taux moyens de lévane calculés sur 4 rats. Le fructose libre est 
en quantité trés faible pendant toute la durée de l’expérience (0,10 
4 0,15 g par litre). LBB2 disparait plus rapidement du sang que 
ILBB1 : dés les douze premiéres heures, 50 p. 100 sont éliminés. 
L’élimination se poursuit ensuite un peu plus lentement que pour 
LBB1. 

LBB34 : Le fructose libre est en quantité faible : 0,10 a 0,87 g 
par litre. Les valeurs en lévane sont plus élevées que pour LBB1 
et LBB2, en raison de la plus grande concentration de la solution, 
pour obtenir une méme viscosité. L’élimination, plus réguliére 
dans le temps, n’est cependant pas trés différente de celle des 
deux autres produits (tableau [). 

Les courbes de la figure 1 rendent compte de la persistance 
dans le sang des trois lévanes, en fonction du temps. 

2° Expériences sur les lapins. — La disparition des lévanes se 
produit de maniére semblable 4 ce qui a été observé chez le rat. 
Elle est compléte aprés sept ou huit jours. 
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lantesu I. — Dosages des levanes dans le sang des rats. 


Temps des 
prdldvemente: ye vahiso 
Lm 
Ne Quantité , 
des Rats | injectee SUCRES REDUCTEURS 
| enml | ze, Poel 
26 10 i, US! Ose 1,05 
28 10 30) 1,10 | 0,90 
29 10 1,07 125 | 0,90 
30 10 1,08 1,00 0,93 
ee ee 1,90 1,0 | || 0,85 0,60 | 0,73 
Moyennes? 1,301 1,04 | 0,92 0,60 | 0,73 


FRUCTOSE LIGRE 
0,53 if 0,37 | On25 | 0o,is | —- = 


FRUCTOSE TOTAL 


LBB! 


26 


10 “eo || cay 1,5 1,12 | 
28 10 4,60 | 4,32 Lo2 |) 1,00 
29 10 4,87 | 4,62 | 2,55 | 1,00 
30 4,2 4,00 195 | 105 


1,55 0,82 0,65 0,25 ORs) 
Sele 145 0,96 OF255: 0,15 


LEVANE (fructose combiné) 
[PZOnim Ons 0,25 


LEVANE (fructose combiné ) 


Moyennes: 


Moyennes de 4 
rats injectés SOO) 


[,09 0,69 (o}Flon| 0,38 0,24 
avec 5ml 


LBB2 


Temps des 


| heure} | jour | 2jours} 4jours | Sjours| Sjours 


+ prélévements: 

al LEVANE (fructose combiné) 

faa) Moyennes de 4 r 

{oa} rats injectés 4,35 | 3,50 | 2,51 Ree |) Ose 0,39 
| od avec Sml : 

So Se ee ee een 
Les quantités sont exprimées en grammes par litre. 
3° Expériences sur les souris. — 2 ml de solution de lévane, 


quantité voisine du demi-volume de la masse sanguine, sont 
injectés lentement par voie intraveineuse. Les estimations de 
sucres réducteurs et de fructose total dans le sang apportent des 
résultats comparables 4 ceux donnés par les expériences sur les 
rats. 


C. ELIMINATION PAR LES URINES. — Pour les trois lévanes les 
Bee d’élimination sont trés voisins. Vers la soixantiéme heure, 

« fructose » des animaux traités coincide avec le « fructose » 
se Les figures 2 et 3 rendent compte de 1’élimination urinaire 
pour LBBI1 et LBB34. 
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N £ 


ine) 


FRUCTOSE eng par litre 


Fic. 1. — Persistance, des lévanes dans le sang chez le rat. 
LBB34, moyenne de 4 rats ayant recu 5 ml d'une solution a 5.5 

LBBI, moyenne de 5 rats ayant recu 10 ml d'une solution a 2,4 p. 100. 
> 


LBB2, moyenne de 4 rats ayant recu 5 ml d'une solution a 


ine) 
O 


O 


FRUCTOSE" en mg par 24 heures 


Fic. 2. — Elimination de LBB1 par les urines chez le, rat. 
x———»x, témoin ayant recu 5 ml d’eau physiologique. 
O-O oO—oO, 2 rats ayant recu 5 ml d’une solution de lévane 4 2,4 p. 100. 
e@---@ M&—B, 2 rats ayant recu 10 ml d'une solution de léyane & 2,4 p. 100 
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D. EXAMEN HEMATOLOGIOUE ET HISTO-PATHOLOGIQUE. — 1° Souris, 
LBB1: L’intégrité hépatique est quasi compléte. Les cellules 
épithéliales ne présentent aucune nécrose. Les cellules de Kupffer 
ne présentent pas plus de tuméfaction que celles des animaux 
témoins inoculés avec de l’eau physiologique. 

L’examen du rein révéle une intégrité glomérulaire et épithé- 
liale. Il n’existe pas de desquamation de |’épithélium tubulaire 


20 


"FRUCTOSE en mg par 24 heures 
O 


JOURS 


Fic. 3. — Elimination de LBB34 par les urines chez le rat. 


x x, témoin ayant regu 5 ml d’eau physiologique. 


O, 2 rats ayant recu 5 ml d’une solution de lévane 45,5 p. 100. 


e—eoD 


ni d’atteinte du glomérule. La surrénale, lorsqu’elle a été incluse 
dans la coupe, est normale. Aucune atteinte de la médullaire et 
de la corticale n’est observée. I] n’y a pas de nécrose oxyphile. 

La rate ne présente pas de modification notable. L’histologie 
en est semblable a celle des animaux témoins, sous réserve d’une 
discréte hyperplasie réticulaire, avec légére réaction érythro- 
blastique. 

L'examen porte sur des souris ayant recu 1 ml de solution 
de lévane en injection intraveineuse le premier et le septiéme jour, 
et sacrifiées au quinziéme jour. 
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D’autres souris, ayant recu 1 ml le premier et le deuxiéme jour 
et sacrifiées le troisiéme jour, présentent généralement des granu- 
lations intracytoplasmiques dans les cellules hépatiques. On n’ob- 
serve pas cet aspect chez les souris sacrifiées plus de cing jours 
apres l’injection de lévane. 

LBB2 et LBB34: Les images histologiques des souris trailées 
sont normales, comparées a celles des souris témoins. 

Il n’y a pas de modification notable du nombre des globules 
rouges pour aucun des trois lévanes. 

2° Rat: Bien que nous connaissions l’effet anaphylactoide du 
dextrane chez le rat, nous avons mis un certain nombre d’ani- 
maux en expérience avec ce produit [46]. Les lésions histologiques 
ont été observées le huitiéme et le vingt-quatriéme jour aprés 
injection intraveineuse de 5 ml de la solution a 6 p. 100 de 
dextrane. Au huitiéme jour, on observe les lésions hépatiques 
typiques de vacuolisation cytoplasmique, avec parfois queiques 
images de début de régénérescence centro-lobulaire ; la rate est 
lryperplasique ; le rein et le poumon sont normaux ; les surré- 
nales présentent des lésions des cellules de la cortico-surrénale. 
Au vingt-quatriéme jour, les images de régénérescence hépatique 
sont beaucoup plus étendues et alternent avec les zones a cyto- 
plasme clair ; la rate est encore hyperplasique et présente, notam- 
ment, une large couronne de cellules périfolliculaires ; les autres 
organes sont normaux. 

Les modifications cytologiques dues aux lévanes sont beaucoup 
plus importantes chez le rat que chez la souris, notamment dans 
le foie et la rate. 

LBB1: Qualitativement, on retrouve les mémes images hépa- 
tiques que celles observées aprés l’injection de dextrane, mais 
elles sont beaucoup plus discrétes. La rate a, au contraire, une 
histologie normale, pas d’hyperplasie folliculaire, pas de réac- 
tion de la pulpe rouge (dans le cas des rats examinés au vingt- 
quatriéme jour). Le rein et le poumon sont normaux, sauf dans 
le cas d’un animal qui a présenté une néphrite interstitielle. 

LBB2: Les images hépatiques et spléniques sont analogues 
4 celles observées aprés l’injection de dextrane. Le rein et le 
poumon sont normaux. 

LBB34 : On trouve, au huitiéme jour, les mémes images hépa- 
tiques et spléniques que celles observées huit jours aprés Vinjec- 
tion de dextrane, mais plus discrétes. Le rein et le poumon sont 
normaux, de méme que la médullo-surrénale. ‘La rate présente 
une trés légére surcharge. 

On peut conclure ce qui suit des examens histo-pathologiques 
correspondant aux lévanes : les images hépatiques sont caracté- 
risées au cours de Ja premiére période, huit jours aprés une 
injection de 5 ml de produit, par un affaissement des sinusoides 
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du lobule hépatique. Les-cellules parenchymateuses ont perdu 
leur coloration cytoplasmique. Elles sont tuméfiées, et le cyto- 
plasme apparait en clair, entourant un noyau parfois pycnolique. 
D’ autres fois, le noyau a disparu. A la coupe on a Heeen iit 
dun tissu végétal. C’est principalement la région médio-lobulaire 
qui est vacuolisée, alors que le centre et la périphérie du lobule 
hépatique sont relativement respectés. Il existe une importante 
quantité de substance chromidiale, indicatrice d’une intense acti- 
vité cellulaire. On peut penser que le produit nyse a été mis 
en réserve dans le cytoplasme. Ultérieurement, a la troisiéme 
semaine, on observe une régénération de pindles hépatiques 
centro-lobulaires. Il n’y a pas d’infiltrat leucocytaire ni de pig- 
mentation. Au deuxiéme mois on n’observe pas de lésions cirrho- 
liques. La surcharge hépatique est, dans le cas du LBB34, moins 
intense que pour le dextrane 

L’examen de la rate, au huititme jour, montre des follicules 
lymphoides trés développés aussi bien dans la partie centrale 
qu’a la couronne périphérique, la pulpe rouge est congestionnée 
et présente souvent une réaction érythroblastique avec éosino- 
philie. Il existe une légére vacuolisation des cellules réticulaires 
avec surcharge et thésaurisation. 

Cet aspect peut persister jusqu’a la troisiéme semaine. [| 
nexiste pas de fibrose ni de pigmentation. Le rein et le poumon 
sont normaux. 

La numération leucocylaire, pratiquée sur certains rats en expé- 
rience, a montré que les valeurs pour l’animal normal varient 
dun individu a autre de 9000 a 15 000. Le dextrane provoque, 
dés la premiére heure, une leucocytose doublant le nombre des 
globules blancs. Ces derniers diminuent chez certains animaux 
en vingt-quatre heures et conunuent A augmenter chez d'autres 

Aprés injection de LBB34 on observe, au contraire, une légére 
leucopéme, intéressant 30 p. 100 du nombre des leucocytes au 
cours des six premieres heures et faisant place en deux ou trois 
jours a une légére leucocytose réactionnelle. 

Ces variations leucocytaires sont globales et ne modifient pas 
la formule. 


CONCLUSIONS. 


Celle étude préliminaire, chez le rat, la souris et le lapin, de 
trois lévanes de PM voisin de 60000 apporte plusieurs indica- 
tions relatives 4 leurs effets physiologiques sur l’organisme de 
ces animaux. 

Ils sont dépourvus d’action toxique chez la souris, méme 
aprés injection intraveineuse d’une quantité égale a la moitié de 
la masse sanguine. Chez le rat, on n’observe pas de choc anaphy- 
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lactoide, aprés injection intraveineuse, comme dans le cas du 
dextrane. 


Les résultats obtenus en étudiant la persistance de ces lévanes 
dans la circulation sanguine, ainsi que l’élimination urinaire, aprés 
injection intraveineuse, permettent de penser que ces substances 
peuvent présenter un intérét comme succédanés du plasma. En 
effet, pour LBB1 et LBB34, il persiste dans le sang apres les 
douze premiéres heures une quantité égale a environ 90 p. 100 
de la quantité injectée ; aprés vingt-quatre heures, 80 et 85 p. 100. 
LBB2 disparait plus rapidement de la circulation: aprés les 
douze premiéres heures on retrouve 55 p. 100, aprés vingt-quatre 
heures 30 p. 100. L’élimination par les urines pendant les pre- 
miéres vingt-quatre heures est de 5, 6 et 10 p. 100 respectivement 
pour LBB1, LBB34 et LBB2. 


Ces produits répondraient done aux normes exigées pour les 
succédanés du plasma : en Grande-Bretagne, la quantité excrétée 
par les urines pendant les premiéres vingt-quatre heures ne doit 
pas étre supérieure a 25 p. 100; aux U.S.A., 50 p. 100 de Ja 
quantité injectée doit persister au moins douze heures et de 
préférence vingt-quatre heures dans le courant circulatoire [5). 


Aucun des trois produits ne détermine de leucocytose impor- 
tante comme celle observée chez le rat aprés injection de dextrane. 
La formule leucocytaire n’est pas modifiée. Il n’y a pas d’alté- 
ration de l’hématocrite chez la souris. L’étude histologique permet 
de penser que, comme pour le dextrane, la plus grande partie 
des produits est retenue dans le foie. Une plus faible partie se 
trouve dans la rate. Le rein et le poumon sont normaux. La 
surcharge hépatique est particuliérement notable chez les rats 
sacrifiés huit jours aprés l’injection; A la troisiéme semaine on 
observe une régénération des cellules hépatiques centro-lobulaires. 
Avec LBB1 et LBB2 cette surcharge est analogue 4 celle caus¢ée 
par le dextrane tandis qu’elle est plus discréte avec LBB34. 


Les résultats soulignent l’intérét d’une étude plus compléte des 
effets phvsiologiques des lévanes chez d’autres espéces animales. 


SUMMARY 


PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF LEVANS PRODUCED 
By Bacillus subtilis. 


Preliminary study in rats, mice and rabbits of three levans 
with a molecular weight of about 60 000. 

These levans are deprived of toxic activity in mice, even in 
the case of intravenous injection of an amount equal to half the 
total blood volume. In rats, they do not induce any anaphylac- 
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toid schock after intravenous injection, as is the case with 
dextran. 

The persistence of these levans in the blood stream and the 
urinary excretion after intravenous injection suggest that these 
substances might be used as a substitute for plasma. In fact, 
LBB1 and LBB 34 persist in the blood during the first twelve hours 
ata ratio of about 90 °/, of the injected amount, after twenty-four 
hours, of 80 to 85 °/,. LBB2 disappaears more rapidly from the 
blood stream : after the first twelve hours, 55 °/, are still present , 
after twenty-four hours, 30°%/,. The urinary excretion during the 
firsL twenty-four hours is 5, 6 and 10%, for LBB1, LBB34 and 
LBB2 respectively. These substances would then fulfill the condi- 
lions required for plasma substitutes : in Great Britain, the amount 
excreted in urine during the first twenty-four hours should not 
be more than 25 °9,; in the U. S. A., 50 °%/, of the injected amount 
should persist in the blood stream at least twelve hours, or better, 
twenty-four hours. 

None of the three compounds induces any important leucocy- 
tosis, like that observed in rats after injection of dextran. The 
blood formula is not modified. There is no alteration of the 
hematocrit in mice. 

The histological study suggests that, as for dextran, the grea- 
test part of the compounds is retained in the liver; a smaller 
amount is found in the spleen; kidneys and lungs are normal. 
The greatest amount is found in the liver of rats killed eight days 
after the injection; in the third week a regeneration of hepatic 
centro-lobular cells is observed. With LBB1 and LBB2, this 
amount is similar to that induced by dextran, whereas it is 
lower with 'LBB34. 

The results point out the interest of a more complete study 
of the physiological effects of levans in other animal species. 


* 
x* 


Nous remercions M. J. Levaditi de nous avoir conseillés dans 
linterprétation des coupes histologiques. 

Cette étude a été effectuée avec la collaboration technique de 
M™* J. Magnin, de M™ Y. Crépin et de M"* C. Lancon. 
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PREPARATION DU CARDIOLIPIDE 


Il. — METHODE RAPIDE 


par M. FAURE et M.-J. MORELEC-COULON (*). 


(Institut Pasteur) 


Dans les méthodes que nous avons décrites antérieurement, le 
cardiolipide est extrait de la poudre de muscle cardiaque desséché 

4 l’état congelé avec du méthanol. Que l’on procéde par extrac- 
foe successives (1) ou par percolation [2], on observe dans les 
rendements en cardiolipide des variations qui sont dues aux 
modalités de la dessiccation. Plus l’opération est prolongée, plus 
la température a laquelle on Veffectue est élevée et plus il s’écoule 
de jours entre la dessiccation et l’extraction, plus la dissolution 
du cardiolipide dans le méthanol est malaisée et moins le ren- 
dement est bon. On facilite considérablement l’extraction du 
cardiolipide en remplacant le méthanol par un mélange a parties 
égales de méthanol et d’éther : la percolation de 1 kg de poudre 
de cceur avec 6 1 de solvant extrait la presque tolalité du cardio- 
lipide. 

La solution éthéro-méthylique obtenue étant trés riche en 
glycérides, la précipitation des acides phosphatidiques sous forme 
de sels de baryum se fait incomplétement. Ceci nous a amenées 
a modifier la technique de purification. La solution éthéro- 
méthylique est agitée avec une solution aqueuse de chlorure de 
baryum de fagon a convertir les acides phosphatidiques en sels 
de baryum. On obtient une phase hydro-méthylique contenant les 
substances non lipidiques et une phase éthérée concentrée ren- 
fermant les lipides. Cette phase éthérée est additionnée de 
méthanol ; les phosphatidates de baryum précipitent ainsi qu’une 
quantité importante de glycérides, la lécithine reste dans la solu- 
tion. On élimine les glycérides qui souillent les sels de baryum 
en les extrayant avec de l’acétone & la température du laboratoire, 
puis a |’ébullition afin de dissoudre les glycérides saturés peu 
solubles a froid. 


Le cardiolipide est alors purifié par des précipitations répétées 


(*) Manuscrit recu le 11 avril 1958. 
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de la solution éthérée des sels de baryum par des quantités 
décroissantes de méthanol. On utilise suecessivement des propor- 
tions d’éther et de méthanol de 1/1, 1/2, 1/3, 1/5. On sépare ainsi 
rapidement le sel de baryum du cardiolipide sous une forme 
parfaitement incolore. Ce sel de baryum est converti en sel de 
sodium par la méthode habituelle. On obtient par ce procédé 6 ¢ 
de cardiolipide par kilogramme de poudre de cceur. Les opéra- 
lions, y compris l’extraction, peuvent étre conduites facilement 
en trois jours. 


TECHNIQUE 


Les opérations sont décrites pour 1 kg de poudre de muscle 
cardiaque ; elles sont schématisées dans le tableau ci-joint. Sauf 
indications particuliéres, elles sont toutes réalisées A la tempé- 
rature du laboratoire. 

Les indications données dans les publications précédentes [41, 2] 
ne sont pas reproduites ici. 

On utilise du mélthanol et de l’éthanol distillés en présence de 
potasse, et de lacétone redistillée en présence de chlorure de 
calcium anhydre. L’éther doit étre fraichement distillé en pré- 
sence de chlorure de calcium anhydre et de chlorure stanneux : 
il est inutile, méme pour la purification du sel de baryum, d’em- 
ployer de l’éther déshydraté avec du sodium. 


1° Exrraction. — La poudre de cceur (1 kg) est placée dans 
un percolateur. On la tasse légérement de facon qu’elle occupe 
un volume de 5 | environ. On verse lentement a sa surface 6 | 
du mélange méthanol-éther 1/1 en maintenant Vorifice inférieur 
du percolateur ouvert afin que l’air puisse étre chassé par le 
solvant descendant. On ferme cet orifice dés que le solvant 
Vatteint. On laisse le tout en contact pendant une nuit. 


Le lendemain matin, on laisse écouler lentement la solution 
éthéro-méthylique et on ajoute progressivement 6 | de méthanol- 
éther 1/1 a la partie supérieure du percolateur. On régle le débit 
de l'appareil de facon a recueillir 6 | de solution en quatre heures 
environ. Seuls ces 6 premiers litres seront traités pour en extraire 
le cardiolipide. 

On laisse écouler le reste du solvant qui pourra étre utilisé 
dans une autre opération pour chasser, dans le percolateur, les 
G premiers litres d’extrait. Il est nécessaire d’ajouter a la: partie 
supérieure du percolateur 6 1 de solvant pour déplacer les 6 pre- 
miers litres; si on met une quantité inférieure et qu’on laisse 
égoutter le tout, on recueille une solution qui est moins riche 
en cardiolipide. 
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1 kg poudre de cceur 
6 000 + 6 000 méthanol-éther 1: 1] 
percolation 


Y 


6 000 méthanol-éther 
+ 1000 + 2200 Cl,Ba 2 p. 100 


| 
Y 


phase éther (1 000) 
+ (1000 Cl,Ba 2 p. 100 + 500 méthanol) 
| 
\f 
phase éther (500) 
+ 1000 méthanol 


Nf 


précipité 
extrait avec 
250 + 125 + 125 méthanol 
125 + 125 + 125 acétone 
125 + 125 acétone bouillante 


| 
Vi 


insoluble 
+ 100 éther + 100 méthanol (deux fois) 


V7 


précipité 
+ 80 éther + 40 méthanol (deux fois) 


| 
Mf 


précipité 
+ 75 éther + 25 méthanol 


y 


précipité 
+ 60 éther + 20 méthanol 


| 
6 


précipité 
+ 60 éther + 12 méthanol (deux fois) 


| 
Y 


Sel de baryum du cardiolipide 
converti en sel de sodium 


bY’ 
CARDIOLIPIDE 
6 2 


t=} 


Les volumes sont exprimés en centimétres cubes. 
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2° FORMATION ET SEPARATION DES PHOSPHATIDATES DE BARYUM, — 
On agite la solution éthéro-méthylique dans une ampoule a décan- 
tation avec une solution aqueuse A 2 p. 100 de chlorure de 
baryum. Il se sépare deux phases. La phase éthérée renferme les 
lipides, en particulier, les acides phosphatidiques sous forme de 
sels de baryum et une quantité importante de glycérides. La 
phase hydro-méthylique contient les substances non lipidiques et 
une petite quantité de lécithine qui communique un aspect trouble 
a la solution. On utilise un volume d’eau tel que les phases se 
séparent rapidement et que la phase éthérée soit peu volumineuse 
par rapport a la phase aqueuse. On traite une deuxiéme fois 
cette phase éthérée avec la solution de chlorure de baryum addi- 
tionnée de la moitié de son volume de méthanol de facon a concen- 
trer & nouveau la solution éthérée. Cette deuxiéme phase éthérée 
est placée dans un tube a centrifuger ; on l’additionne de 2 volumes 
de méthanol qui précipite les phosphatidates de baryum. 


On opére avec les quantités suivantes de réactifs : 
(La solution de chlorure de baryum est préalablement refroidie 


i +4° de facon & compenser |’échauffement da 4 lVhydratation de 
Valcool méthylique.) 


6 1 extrait éthéro-méthylique + 1 1 Cl,Ba 2 p. 100; agitation 
vigoureuse pendant trente secondes ; + 2,2 1 Cl,Ba 2 p. 100; 
nouvelle agitation, repos, élimination de la phase aqueuse légére- 
ment trouble. 

Premiére phase éthérée (1 000 cm?® environ) + le mélange de 
1 000 cm* Cl,Ba 2 p. 100 et 500 cm*® méthanol ; agitation, repos, 
élimination de la phase aqueuse. 


Deuxiéme phase éthérée (500 cm® environ) + 1 000 cm? métha- 
nol ; centrifugation, élimination de la solution. 

Nous traitons les 6 | d’extrait éthéro-méthylique en deux por- 
tions successives de 3 1. Nous utilisons pour cette opération une 
ampoule 4 décantation de 51 préalablement jaugée dans sa partie 
inférieure a 500 et 250 cm’® de facon a pouvoir contréler Je 
volume des phases éthérées obtenues. Si le volume de la deuxiéme 
phase éthérée est supérieur 4 250 em’, on la concentre en la 
traitant une troisiéme fois avec la solution de chlorure de baryum 
additionnée de méthanol ; par exemple, 250 cm? Cl,Ba 2 p. 100 + 
125 cm?* méthanol. 


La derniére phase éthérée est recueillie dans un tube a centri- 
fugation de 1 1 dans lequel on effectue la précipitation avec Se 
méthanol. Aprés centrifugation, on élimine la solution surnageant 
le précipité huileux. On ajoute dans ce méme tube, sur le préci- 
pité précédent, la derniére phase éthérée provenant de la deuxiéme 
portion des 6 | d’extrait et on effectue la précipitation méthylique. 
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Toutes les opérations ultérieures sont réalisées dans ce méme 
tube a centrifuger. 


ELIMINATION DES Re — Le précipité des phospha- 
Lieates de baryum est souillé par une quantité importante de 
elycérides. On ised cette masse huileuse en la triturant 
trois fois avec du méthanol, que lon rejette sans qu’il soit 
nécessaire de le soumettre A une centrifugation. On la triture 
ensuite de la méme facon, trois fois, avec de |’acétone qui dissout 
les glycérides liquides ; Ja fraction insoluble devient plus ferme 
et il est quelquefois nécessaire de centrifuger cette troisiéme 
solution acétonique lorsqu’elle renferme des particules en suspen- 
sion. Cette fraction contient encore des glycérides solides qu’on 
dissout en traitant la masse deux fois avec de l’acétone, que lon 
maintient a l’ébullition dans un bain-marie et que l’on décante 
sans la laisser refroidir. 

On utilise les quantités suivantes de solvants : 
méthanol : 250 + 125 + 125 cm’; 

acétone : 125 + 125 + 125 cm’ 

acétone bouillante : 125 + 125 cm’. 


PURIFICATION DU SEL DE BARYUM DU CARDIOLIPIDE. — Les sels 
de baryum sont purifiés par dissolution dans de l’éther et préci- 
pitation avec du méthanol. Les précipités sont séparés par centri- 
fugation. En répétant cette opération plusieurs fois avec des 
proporlions de méthano] décroissantes par rapport a celles de 
l’éther, 1/1, 1/2, 1/8, 1/5, on sépare le sel de baryum du cardio- 
lipide qui demeure dans le précipité. 

Dés la premiére dissolution des sels de baryum dans |’éther, 
on obtient une solution gélatineuse. Au fur et A mesure que la 
purification progresse, la gelée éthérée devient plus ferme et 
moins colorée ; elle est parfaitement incolore a la fin des opéra- 
tions. Plus is gelée devient consistante, plus il est important 
d’ajouter le méthanol par petites quantités et de le mélanger 
soigneusement au produit. 

On utilise les quantités suivantes de réactifs : 

insoluble dans l’acétone bouillante + 100 cm? éther + 100 cm! 
méthanol-centrifugation ; 


? 


précipité + 100 cm* éther + 100 cm? méthanol ; 
précipité + 80 cm? éther + 40 cm? méthanol ; 
précipité + 80 cm* éther + 40 cm? méthanol ; 
précipité + 75 cm* éther + 25 cm? méthanol ; 
précipité + 60 cm? éther + 20 cm? méthanol ; 
précipité + 60 cm® éther + 12 cm? méthanol ; 
précipité + 60 cm’ éther + 12 cm? méthanol. 
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If est important de respecter soigneusement les proportions 
relatives des solvants ulilisés. Aprés les deux premiéres précipi- 
lations, qui sont faites avec un volume de méthanol égal a celui 
de l’éther, le précipité peut étre conservé, si besoin est, jusqu’au 
lendemain sous de Valcool méthylique; mais, a partir de ce 
stade, les 6 autres dissolutions doivent étre réalisées sans inter- 
ruption. 
0° CONVERSION DU SEL DE BARYUM EN SEL DE sopluM. — On 
utilise la technique décrite dans les méthodes précédentes [4, 2]. 
On libére l’acide phosphatidique par action d’une solution méthy- 
lique d’acide chlorhydrique (méthanol 9 vol, CIH concentré 1 vol) 
et d’eau salée (CINa 2 p. 100). On le dissout dans de 1’éthanol 
et on neutralise par addition d’une solution éthylique de soude 
(N environ). 

On emploie les quantités suivantes de réactifs (l’eau salée ou 
le mélange méthanol-eau salée doit étre versé brutalement et agilé 
energiquement avec un agitateur) : 

Sel de baryum + 100 cm’ éther + eau q.s. obtention d’une 
solution fluide (3 cm? environ) + 100 cm’ méthanol CIH + 200 cm? 
eau salée ; centrifugation breve, élimination de la phase aqueuse 
par aspiration. 

Phase éthérée + 25 cm? éther + 75 cm? méthanol CIH + 150 cm 
eau salée ; centrifugation, élimination de la phase aqueuse. 

Phase éthérée + mélange de 50 cm*® méthanol et 100 cm? eau 
salée ; centrifugation, éimination soigneuse de la phase aqueuse. 

Cette derniére phase éthérée, trés concentrée, est évaporée a sec 
par un jet d’azote ou de gaz carbonique. On oblient un résidu 
liquide. On le dissout dans 900 cm?’ d’éthanol et on neutralise 
cette solution avec une solution éthylique de soude (N environ) 
jusqu’a obtention du virage d’un papier au tournesol humidifié. 

Cette solution est conservée pendant quarante-huit heures a +4°. 
On sépare le faible dépot formé par filtration sur papier et on 
détermine la concentration de la solution en cardiolipide. 

On obtient 6 @ de cardiolipide incolore présentant les mémes 
caractéristiques analyltiques que les produits préparés 4 l’aide des 
méthodes antérieures : phosphore 4,1 a 4,2 p. 100; azote < 0,03 ; 
indice diode 116 a 125; ose, néant; inositol, néant; fonction 
acide/phosphore # 1; acides gras/phosphore # 2; glycérol/phos- 
phore # 1,5. 


3 


Resume. 


La méthode décrite permet de préparer, en trois jours, 4 aide 
de techniques simples, 6 g de cardiolipide a partir de 1 kg de 
poudre de muscle cardiaque desséché a l'état congelé. 
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SUMMARY 


PREPARATION OF THE CARDIOLIPID. 
II]. — Rarm METHOD. 


The method described allows to prepare, within three days, by 
means of simple techniques, 6 g of cardiolipid, from 1 kg of 
a powder of cardiac muscle, which has been freeze-dried. 
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PIGMENTATION DE SERRATIA MARCESCENS 
ET STREPTOMYCINE 


par E. LECOCQ (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de l Université Libre de Brucelles) 


Serratia marcescens peut perdre son pouvoir d’élaborer le 
pigment rouge sous l’influence de la streptomycine. 

Nous nous en sommes apercu en titrant la sensiblité de ce 
germe aux antibiotiques. 

Serratia marcescens est inhibé par 2 wg de streptomycine par 
millilitre aprés un séjour de vingt-quatre heures a |’étuve. Mais 
en prolongeant ce délai d’incubation, on voit apparaitre des 
résistants. 

Les bactéries ensemencées dans une série de tubes de bouillon 
(« Brain heart infusion DIFCO »), contenant de la streptomycine 
en progression géométrique décroissante (de 100 wg a 1,6 ug/ml) 
donnent une culture rouge dans les tubes ot la concentration de 
la streptomycine est égale ou inférieure a 6,25 pg/ml. Sil y a 
plus de streptomycine, la culture est blanche. 

Si on remplace le bouillon par du milieu gélosé (« Heart infu- 
sion agar DIFCO ») additionné de streptomycine, on obtient les 
mémes résultats : le gazon microbien est rouge quand la concen- 
tration de l’antibiotique est inférieure a 10 pg/ml; il est blanc 
lorsqu’elle est plus grande que 10 pg/ml. 

Un autre moyen d’obtenir des colonies blanches a partir d’une 
culture rouge de Sarratia marcescens consiste 4 ensemencer ce 
germe sur « gradient plate » de Szybalski [4] contenant de la 
gélose avec streptomycine 4 10 pg/ml a un pdle et O pg/ml 
4 l'autre. On ensemence en stries allant d’un pole a l’autre, soit 
une culture en bouillon ordinaire, soit une culture en bouillon 
contenant 62 wg de streptomycine par millilitre (tableau I). 

Sur « gradient plate » ensemencés a partir d’une culture de 
Serratia marcescens obtenue, soit sur gélose inclinée, soit en 
bouillon sans streptomycine, se développent un petit nombre de 
colonies prés du péle sans streptomycine. Parmi elles, 5 sont 
blanches et les autres rouges. De méme, nous retrouvons des 


(*) Manuscrit recu le 9 avril 1958. 
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colonies blanches et rouges sur « gradient plate » quand nous 
ensemencons une culture de Serratia marcescens développée dans 
du bouillon contenant 1 pg de streptomycine par millilitre. La 
proportion des colonies blanches et rouges sur « gradient plate » 
change quand on ensemence des germes développés dans du 
bouillon contenant 62 ug de streptomycine par millilitre. 


T,srnau J. — Apparition des colonies blanches sur « gradient plates ». 


Origine des cultures Mutants blancs sur "Gradient plates" 


I) Culture sur gélose 


2) Culture en bouillon 
sans streptomycine 


5 cel. 


quelques colonies blanches, 
beaucoup de rouges 


blanches, les autres 


3) Culture en bouillon 
contenant I p g de 
streptomycine par ml. 


4) Culture en bouillon 
contenant 62 g de 
streptomycine par ml. 


5 col. blanches, les autres rouges 


I centimétre du trait formé de 
colonies rouges, 

3 autres centimetres de colonies 
blanches. 


Dans ce dernier cas, la strie obtenue, a colonies denses, se 
compose uniquement de colonies rouges sur 1 cm (a partir du 
pole de 0 ug de streplomycine par millilitre) et de colonies 
blanches sur 3 cm environ. Il semble donc qu’un premier pas- 
sage en bouillon additionné d’une quantité suffisante de strepto- 
mycine favorise l’apparition des colonies blanches. 

Il nous a paru intéressant de connaitre les proportions des 
colonies blanches et rouges qui se développent a partir d’une 
culture de Serratia marcescens provenant, soit d’une culture en 
bouillon sans streptomycine, soit d’une culture en bouillon avec 
1 wg de streptomycine par millilitre, soit d’une culture en bouillon 
avec 10 wg de streptomycine par millilitre. 

Dans ce but, faisons des numérations a la goutte sur plaques 
de gélose ordinaire sans streptomycine et sur plaques de gélose 
contenant 10 »g de streptomycine par millilitre. 

On procéde de la fagon suivante : on dilue la culture en bouillon 
de cent en cent fois et on dépose 0,05 ml de chaque dilution sur 
la surface de la gélose. Le lendemain, on dénombre les colonies. 

Dans le cas qui nous intéresse, toutes les colonies que nous 
avons dénombrées sur gélose ordinaire sont rouges, y compris 
celles qui proviennent d’un bouillon contenant 10 pg de strepto- 
mycine par millilitre. 

Sur gélose contenant 10 yg de streptomycine par millilitre, au 
contraire, les colonies sont toutes blanches (tableau II). 
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Tanresu I]. — Numération sur gélose ordinaire et sur gélose conte- 
nant 10 ug de streptomycine par millilitre de S. marcescens pro- 
venant de cultures en bouillon avec ou sans streptomycine. 


= iss: s= 2 Te eS os oe SSeS S4= 32 $SicS 2S sScs = ata 
: | 
Origine des i Dilutions 5 ‘onbre eb aspect des colonies 
cultures 5 Ome ne es ee hwy me ee ee ee ep oy eee eras 
sur gélose sans : sur gélose contenant 
streptomycine a ike) pS de streptomycine 
- ar ml 
Leh et cela Wt eee Gas 22 ube Son ee Waar | 
irinombr. , rouges $ I00 blanches 
72 . 
provenant : IO : innombr.,rouges 5 i 
5 -4 : A 
d'une culture 5 aie) : innombr.,rouzes 5 ie) 
en bouillon : EOn : 120 rouges : 0) 
Sans streptom. i 
Smet Ge ee Ee Ia ee SSS SS eee eae oa EES So Se SS 
= ae paae al) ig ; ee ; 
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provenant 3 LO; : innombr.,rouges : 5 blanches 
\ 
a—4 ; <i 
d'une culture : aie) : innombor.,rouges 0 
A Reidy 4-8 : 
en bouillon addition- : 10 . 7 rouges 0 
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provenant d'une cultu-: 10 : innombr.,rouges 4 106 bvlanches 
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On voit que la proportion de ces derniéres est, grossi¢rement : 

1° Pour S. marcescens provenant d’une culture en bouillon 
sans streptomycine: 1 x 10-°; 

2° Pour S. marcescens provenant d’une culture en bouillon 
additionnée de 1 ug de streptomycine par millilitre : 1 x 10—*; 

8° Pour S. marcescens provenant d'une culture en bouillon 
additionnée de 10 ug de streptomycine par millilitre : 1 x 10~°. 

Elle est donc d’autant plus grande que la souche est plus résis- 
tante a la streptomycine. Remarquons en passant qu’en l’absence 
de streptomycine, il est difficile d’obtenir une colonie blanche 
a partir de notre souche de S. marcescens. En pratique, nous 
n’en avons obtenu sur eélose nutritive sans antibiotique qu’en 
additionnant celle-ci de chlorure de calcium, suivant la technique 
de P. Bordet [8]. 
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Les formes blanches sont instables: en effet, reportées sur 
milieu sans streptomycine, les bactéries reforment du pigment 
rouge. 

Quelle est la fréquence des réapparitions des colonies rouges 
sur gélose sans streptomycine lorsqu’on y ensemence une colonie 
blanche obtenue sur gélose avec slreptomycine ? Emulsionnons 
une telle colonie blanche dans un peu de solution physiologique 
stérile et ensemencons des quantités connues de dilutions conve- 
nables sur boites de gélose ordinaire dans le but de dénombrer 
séparément les colonies rouges et blanches. Pour une population 
totale de 795 x 10° colonies, le nombre de colonies rouges est 
de 265 x 10°, soit environ 1 colonie rouge pour 30 blanches. 

Des lors, nous avons recherché quelles conditions pourraient 
donner plus de stabilité aux formes blanches. 

Dans un bouillon contenant 1 wg de streptomycine par milli- 
litre, nous ensemencons 0,1 ml d’une culture en bouillon de 
S. marcescens. 

Tous les jours, pendant dix jours, nous faisons des passages 
dans des conditions identiques. Un isolement sur gélose ordinaire 
pratiqué le dixiéme jour nous donne des colonies qui toutes sont 
blanches et le restent malgré l’exposition prolongée a la lumiére 
du jour. L’action stimulante de celle-ci sur la formation du 
pigment rouge est bien connue. 

Mais si nous repiquons une de ces colonies sur une nouvelle 
eélose sans antibiotique, nous voyons réapparaitre des colonies 
rouges parmi les blanches. 

Nous obtenons le méme résultat en procédant d’une autre 
maniére. 

Sur plaque de gélose contenant 10 wg de streptomycine par 
millilitre, nous faisons un isolement de S. marcescens rouge ; 
une des colonies blanches obtenues est alors réisolée sur une 
nouvelle gélose & 10 pg de streptomycine par millilitre. 

Nous répétons cette opération jusqu’au moment ou une colonie 
blanche reste blanche méme lorsqu’on la reporte sur gélose 
ordinaire. 

Mais un second isolement sur gélose ordinaire A partir de cette 
culture blanche nous donne, comme précédemment, un mélange 
de colonies blanches et rouges. 

P. Bordet, qui utilisait du chlorure de calcium pour favoriser 
l'apparition des formes blanches chez S. marcescens, a déja 
constaté l’instabilité de celles-ci en l’absence de ce sel. 

Nous nous sommes demandé si les formes blanches obtenues 
sous leffet de la streptomycine sont devenues plus résistantes 
a celle-ci que les rouges ; d’autre part, il nous a paru utile de 
rechercher si le retour au rouge de descendants d’une colonie 
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blanche s’accompagne d’un retour a la sensibilité a la strepto- 
mycine. 

Nous disposons de quatre cultures, toules sur gélose sans 
streptomycine : 


1° Une culture de la souche mére de S. marcescens, lignée 
rouge (culture A) ; 


2° Une culture de la forme blanche obtenue récemment sur 
gélose additionnée de streptomycine (culture B) ; 


3° Parmi les colonies provenant d’un isolement de la culture 
blanche sur une, boite de Petri de gélose sans antibiolique, choi- 
sissons une colonie restée blanche (colonie C) ; 


4° Parmi les colonies de ce méme isolement, choisissons une 
autre colonie, redevenue rouge (colonie D). 

Titrons la sensibilité de ces quatre cultures dans des tubes de 
bouillon de 1 ml, contenant la streptomycine en progression géo- 
métrique décroissante et dans lesquels on ensemence 0,05 ml de 
suspension des germes précédents en eau physiologique (environ 
10* bactéries par tube) [2]. Les résultats figurent au tableau III. 


Tasreau HI. — Titrage de la sensibilité 4 la streptomycine des diffé- 
rents mutants de Serratia marcescens. 
Streptomycine, : S,.Marcescens :.S.Marcescens : S.Marcescens : 5.Marcescens 
Concentration : culture sur : mutant blanc : col.blanche : col.rouge 
en pg par ml. : gél.inclinée : culture sur : : provenant 
| : : gél.inclinée : : d'une colonie 
| 5 : 4 : blanche 
z(cult. A) : (cult.B) : (colonie ©) : (colonie D) 
. i : —— 
IO0O0 e) 0 ce) ) 
500 0 fe) (e) | 
250 0 @) ) 
125 ) fe) : @) (e) 
62 ce) 0 0) 
31. fe) + + + 
16 0 4 + + 
8 QO + + + 
4 QO + ote + 
2 Q + + + 
I + + + + 
Tém. (0) E + : + : + : * 
(ere 
: 0.5. 2 pg/ml. Bis tee pe/ml.: C.B.62 pg/ml. : C.B.62 pe/ml. 


+: trouble; O: limpide; C.B.: concentration bactériostatique minimum. 
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Nous constatons que pour inhiber S. marcenscens, lignée rouge 
(culture A), il faut 2 ug de streptomycine. Pour inhiber S. mar- 
cescens, forme blanche (culture B), il faut 62 pg de strepto- 
mycine. Pour inhiber les germes de la colonie blanche (C), il faut 
également 62 ug. 

Pour inhiber les bacléries provenant d’une colonie rouge (D), 
il faut encore 62 ug de streptomycine par millilitre (tableau III). 

I] s’avere donc que le retour a Ja pigmentation ne change en 
rien la résistance acquise a la streptomycine. ‘Le caractére géno- 
lypique n’est pas modifié, seul le caractére phénotypique change. 

Le phénotype blanc chez S. marcescens implique-t-il nécessat- 
rement la résistance a la streptomycine ? 

Nous avons examiné des colonies blanches obtenues sur gélose 
calcifiée par la méthode de P. Bordet [3]. 

En procédant comme plus haut, on constate que les germes qui 
les composent sont inhibés par 2 pg de streptomycine par milli- 
litre. Ils sont done aussi sensibles que les germes des colonies 
rouges et le caractére blanc n’implique pas le caractére résistant. 

Nous avons immunisé un lapin avec la souche mére rouge de 
S. marcescens. Le sérum de ce lapin agglutine la forme blanche 
aussi bien que la forme rouge a la dilution 10—*. Rien ne permet 
done de dire qu'il y ait une différence sérologique entre les deux 
formes. 


CONCLUSIONS. 


1° La streplomycine favorise chez S. marcescens l’apparition 
de colonies blanches. 

2° En Vabsence de streptomycine, une partie des descendants 
de celles-ci redeviennent rouges. 

3° Les formes blanches apparues sous l’effet de la strepto- 
mycine sont résistantes 4 cet antibiotique. Les formes rouges qui 
en dérivent restent résistantes. 

4° Les formes blanches apparues sous l’effet du chlorure cal- 
cique restent sensibles a la streptomycine. 

5° Les caractéres antigéniques des colonies blanches paraissent 
les mémes que ceux des colonies rouges. 


SUMMARY 


PIGMENT FORMATION BY Serratia marcescens AND STREPTOMYCIN. 


1. Streptomycin favours the appearance of white colonies of 
S. marcescens. 


2. In the absence of streptomycin, part of the colonies derived 
from these white colonies become red again. 


3. White forms due to the action of streptomycin are resistant 
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to streptomycin. The red forms which derive from these white 
forms are also resistant. 


4, White forms due to the action of CaCl, remain sensitive to 
streptomycin, 


5. The antigenic properties of white and red colonies seem to 
be identical. 
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ELABORATION PAR LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS 
D’UN PRODUIT ACTIF 
CONTRE CANDIDA ALBICANS 


par Noé] GUILLOT (*). 


(Laboratoire de Zoolegie et Physiologie 
de l’Ecole Normale Supérieure) 


Les accidents dus a l’envahissement du tube digestif par des 
microorganismes levuriformes et notamment les infections appe- 
lées « Candidoses » survenant a la suite des traitements par les 
antibiotiques [7, 10, 45, 17] ont mis en vedette la levure Candida 
albicans qui est le plus fréquemment incriminée. 

L’infection est connue pour se développer le plus souvent a lta 
suite des traitements par l’auréomycine et par le chloramphenicol, 
mais plusieurs opinions ont été soutenues en ce qui concerne 
le processus méme de cette prolifération anormale des levures. 

Certains auteurs ont pensé que les antibiotiques et surtout 
auréomycine exercent une action stimulatrice sur la croissance 
des levures [4]. En fait [42, 43], a cdté des résultats contradic- 
toires obtenus par divers auteurs, plusieurs expériences person- 
nelles nous ont montré que, in vitro et pour les concentrations 
inhibant la multiplication des bactéries, cette action n’est pas 
sensible. Une action semble probable aux grandes concentra- 
tions, mais son ampleur, qui varie avec le milieu expérimental, 
reste trés limitée. I] faudrait done invoquer, in vivo, une modi- 
fication du terrain par le traitement antibiotique qui favoriserait 
le développement de l’infection a levures. 

D’autres auteurs invoquent le déséquilibre introduit dans !e 
rapport naturel des germes de la flore saprophyte [4], les diffé- 
rences de sensibilité des consiituants aux antibiotiques entrainant 
expérimentalement la prédominance d’une espéce au sein d’une 
flore variée et conférant au germe privilégié un pouvoir patho- 
géne qu'il n’aurait pu avoir autrement. 

Si Vinfection est anciennement connue et si les explications 
proposées sont nombreuses, le traitement était, jusqu’A ces der- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1958. 
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mieres années, difficile; les produits utilisés en thérapeutique 
antifongique étaient peu sélectifs, se rangeant plutot parmi les 
antiseptiques généraux dans le cas des traitements externes et 
se montrant peu actifs ou néfastes dans les localisations pro- 
fondes. C’est seulement en 1950 que Hazen et Brown [2, 3] décou- 
vrirent dans un extrait mycélien de Streptomyces noursei un anti- 
biotique naturel actif vis-a-vis de Candida albicans et de diverses 
levures (1). Ils en montrérent lefficacité in vitro et in vivo, 
confirmée en France par Drouhet [6] qui en reprit l’étude. La 
découverte de tels produits ne justifie toutefois pas l’arrét des 
recherches de produits actifs contre les levures; elle ne donne 
pas non plus la raison déterminant l’envahissement par Candida 
albicans et Vacquisition de son pouvoir pathogéne. 


Nous nous sommes attaché plus spécialement, dans ce travail, 
a analyser l’action sur la levure Candida albicans d’une hactérie 
saprophyte du groupe Lactobacillus acidophilus, cherchant 4 pré- 
eciser si, in vilro, ces bactéries exercent une action antibiotique 
sur Candida albicans. 


I. — MATERIEL ET TECHNIQUES. 


La culture de Lactobacillus acidophilus que nous utilisons pro- 
vient de la souche n° 1561 de |’Institut Pasteur. Quelques essais 
comparatifs concordants ont été réalisés avec la souche « laiterie » 
du méme Institut. La culture de Candida albicans est issue de la 
souche n° 50 du Service de Mycologie de l'Institut Pasteur. 
Toutes les cultures ont subi plusieurs isolements successifs par 
étalement sur milieu gélosé de maniére 4 opérer sur des cultures 
issues d’une seule cellule. 


Minigux DE cULTURE. — Plusieurs milieux, tant synthétiques 
que complexes, ont été utilisés, mais nous n’exposerons ici que 
nos résultats sur un milieu trés riche composé d’une digestion 
pancréatique de la caséine 4 laquelle on ajoute toujours de l’eau 
d’Evian (nous l’appelons alors milieu A) et éventuellement du 
glucose (milieu A + G). Ce milieu convient a un trés grand 
nombre de microorganismes ; sans glucose, il permet le dévelop- 
pement aérobie tant des bacilles lactiques que des levures; en 
anaérobiose, il ne permet plus que celui des lactobacilles, Can- 
dida albicans exigeant alors du glucose. Dans notre démonstra- 
tion, il offre un intérét supplémentaire : le rendement de culture 
de Candida albicans y est au moins dix fois plus grand que le 


(1) D’autres produits ont été trouvés depuis, généralement chez les 
Streptomyces du sol [8, 44, 14]. 
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rendement de Lactobacillus acidophilus, beaucoup plus exigeant 
dans ses besoins nutritifs. 

Avant vérifié au cours d’expériences préalables que le pH 6 
est favorable a tous les germes ulilisés, nous ajustons nos milieux 
a ce pH, sauf indication spéciale. 


Tecuniove. — Le microorganisme étudié est ensemencé sur le 
milieu de l’expérience ot l’on suit sa multiplication par des 
mesures opacimétriques (photométre de Meunier) ou par des 
étalements sur milieu gélosé en boites de Petri; la correspon- 
dance a été préalablement établie et contrélée par numération 
directe a /’hématimétre. 

Les ensemencements ont lieu a partir de cultures en voie de 
prolifération, réalisées dans la mesure du possible sur une frac- 
tion du milieu expérimental. 

Partant d’une culture d’opacité, done de richesse connue, on 
la dilue dans le milieu de l’expérience de fagon a réaliser une 
teneur initiale voisine de 2 000 cellules de Candida albicans par 
centimétre cube. Cette dilution a été choisie pour permettre une 
lecture efficace de l’opacité au bout de vingt-quatre ou trente- 
six heures et aussi parce que, dans le cas de la flore normale, 
Candida albicans ne se trouve pas en grande quantité et réalise 
sa prolifération indésirable a partir d’un petit nombre d’indi- 
vidus [46}. 

Nous ne parlons ici que des résultats obtenus dans des condi- 
tions aérobies de croissance, les expériences étant réalisées dans 
des tubes a essais de 16 x 16 sans agitation contenant chacun 
10 cm® de culture (2). 

Toutes nos cultures se font a 37°. Cette température ne repré- 
sente aucunement l’optimum thermique de la bactérie, plus élevé, 
ni celui de la levure, notablement inférieur, mais elle a été choisie 
parce qu’elle se rapproche de celle de beaucoup de Mammiféres 
homéothermes, en particulier de ‘homme, de sorte que nos expé- 
riences correspondent aux conditions réalisées chez ces orga- 
nismes. 

A partir d’une vingtaine d’heures d’incubation, les cultures 
sont examinées et, si leur opacité est jugée favorable A une 
mesure, trois tubes de chaque essai sont retirés de ]’étuve et leur 
richesse en cellules est déterminée par opacimétrie. Les autres 
tubes restent a l’étuve et sont retirés, toujours a raison de trois 
par essai, apres les temps de culture supplémentaire désirés. 
Ainsi, les valeurs indiquées dans nos résultats représentent des 
moyennes obtenues 4 partir de trois tubes (généralement) ; les 
écarts entre les tubes identiques sont le plus souvent trés faibles. 


(2) L’étude des conditions anaérobies fait Vobjet d’un autre travail. 


ANTAGONISME ENTRE L. ACIDOPHILUS ET C. ALBICANS 197 


II. — Action pu PH sur LA MULTIPLICATION DE Candida albicans. 


Etudiant l’action d’une bactérie lactique sur Candida albicans, 
il importait d’abord de rechercher si l’acidité développée par 
les lactobacilles peut jouer un roéle inhibiteur sur la croissance 
de cette levure et de déterminer lordre de grandeur de cette 
action éventuelle [9]. 

Pour cela, nous avons effectué plusieurs expériences ou nous 
comparions Ja croissance de Candida sur un milieu donné, divisé 
en plusieurs lots ajustés a des pH différents par addition d’acide. 
Le pH initial du mileu corespond ainsi au pH le plus élevé de 
Vexpérience. 

Pour réaliser J’acidification, nous avons utilisé d’une part 
Vacide lactique puisqu’il se forme au cours de la multiplication 
des bactéries lactiques, et d’autre part l’acide chlorhydrique qui 
présente l’avantage de n’apporter aucun élément métabolique 
nouveau dans le milieu et de donner ainsi une vue plus exacte 
du rdle propre de l’acidité. Les. résultats se sont d’ailleurs 
montrés tout a fait comparables dans les deux cas. 

Plusieurs milieux ont été utilisés, conduisant tous a des 
résultats qualitativement comparables; nous donnons ici les 
résultats obtenus sur milieu A, seul envisagé dans lexposé 
present. 

Les tableaux I et II résument les résultats de deux expériences. 


Tasteau I. — Croissance de Candida en fonction du pH; acidification 
lactique. Evaluation en divisions du photométre (une division 
= 50000 cellules par centimétre cube). 


DH mde! essai) rentte-t tere 3.9 4,1 4,5 5,2 6.4 
Milieu A (24 heures) ...... 1 31 40 75 103 
Milter p Ar -FaG ae fecaveistererciofererels All 15 242 290 375 


(*) Nous n’avons pas cherché a obtenir des pH trés bas avec l'acide lactique, 
car il aurait fallu en ajouter de grandes quantités, risquant de conduire 4 des 
phénoménes_ perturbateurs. 


Tasteau I]. — Croissance de Candida en fonction du pH; acidification 
chlorhydrique. Evaluation en divisions du photométre (une division 
= 50000 cellules par centimétre cube). 


il Gly IKEKERL Ahocoogeacono Sue 4,5 6 He 8,9 8.9 
Milien A (36 heures) ...... 36 58 59 44 10 4 
Milter VA ee Ge cotavecetstexstovsie eie's 163 24] 288 290 260 92 


Ces tableaux et toutes nos expériences montrent que Candida 
est une levure tolérante vis-a-vis de l’acidité et que les pH voisins 
de 3 ne font que ralentir sa multiplication sans l’arréter comple- 
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tement. Toutefois, il n’y a pas une seule de nos expériences, sur 
des milieux pourtant trés divers, qui montre une égalité de crois~ 
sance aux pH inférieurs a 4 et & ceux voisins de 6. Ce n’est qu’en 
prolongeant longtemps la durée de séjour a l’étuve que les den- 
silés des cultures aux divers pH tendent vers un méme maximum 
dans une série expérimentale : si la vitesse de multiplication varie 
avec le pH, la quantité d’éléments nutritifs utilisables par ta 
levure semble n’en pas dépendre. 


Il]. — D&MoNSTRATION DE L’EXISTENCE D’'UN PRODUIT ACTIF 
ELARORE PAR Lactobacillus acidophilus. 


Nos expériences sont faites en utilisant le milieu A décrit plus 
haut, non sucré, qui offre l’avantage de permettre la croissance 
des deux organismes. 

Aprés stérilisation 4 autoclave, le milieu est passé sur filtre 
amiante-cellulose en prévision d’un passage ultérieur sur un tel 
filtre qui ne devra plus en modifier la composition. Trois frac- 
tions sont alors constituées : 

Fraction «a. Cette fraction montrera l’allure de la croissance 
type de Candida albicans dans les conditions de l’expérience dont 
elle constituera la culture témoin. 

Fractions fp et y. D’abord réunies, leur ensemble est ensemencé 
de Lactobacillus acidophilus et mis a |’étuve 4 37° pendant vingt- 
quatre heures. La culture est alors en pleine phase de croissance, 
sa richesse en bactéries atteignant 4 peine le tiers de celle que 
on obtiendrait en laissant épuiser le milieu par la_bactérie 
(quatre jours environ). 

Apres centrifugation de cette culture, on obtient un liquide clair 
trés semblable d’aspect au bouillon de départ, mais qui contient 
néanmoins environ 100000 bactéries par centimétre cube, déce- 
iées au microscope et dénombrées par étalement sur gélose. Remis 
a Pétuve, des prélévements de ce liquide clair conduisent a une 
nouvelle prolifération bactérienne, démontrant que le liquide n’est 
aucunement épuisé. Le pH de ce liquide est encore peu modifié, 
de sorte qu'il ne pourra, pas plus que l’épuisement, étre invoqué 
pour expliquer l’inhibition de la croissance de la levure (8). 

La culture bactérienne constituant l’ensemble des fractions p et 
y réunies est centrifugée et passée sur le filtre amiante-cellulose, 
de facon a éliminer entiérement les bactéries et A donner un 
filtrat dont la stérilité est contrélée par des prélévements qui 
restent clairs aprés une longue incubation. Ce filtrat est divisé en 
deux : 


La fraction B est passée vingt minutes a lautoclave a 110° en 


(3) Le pH se situe vers 4,8 et nous avons vu qu’un tel pH (§ I) est 
encore parfaitement toléré par Candida (Cf. plus loin). 
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méme temps que la fraction @ (témoin ott le lactobacille n’a pas 
été cultivé) ; 

La fraction y, milieu expérimental, a subi les mémes traitements 
que la fraction p, au chauffage prés. 
_Aprés refroidissement de a et fp, les trois fractions sont addi- 
tionnées de 10~’ de biotine, afin d’assurer partout un excés de 
ce facteur indispensable a Candida albicans [5]. Des prélévemenis 
sont faits pour controler pH et stérilité. 

Un ensemencement des trois fractions est enfin réalisé a partir 


[Milieu Al 


1 
(eee 4 Filtration amiante-cellulase 
ae Bty. 
Ensemenct lactobsacillus 


Séjour des milieux 24heures 4 37° 


Filtration ey. tae 
amiante -cellu/ose 


Tee Contréle de stérilité Mi! 


B 


Chauffage20 minutes — Chauff 20 min. 
@110° 3 110° 


Fraction @ Fraction 6 Fraction 7 


Ensemencement et culture de Candida albicans 


d’une dilution fraiche (une heure) d’une culture de 24 heures de 
Candida albicans sur une portion du milieu A de Vexpérience, 
réalisant une concentration de 2 000 cellules de levure par centi- 
métre cube environ. Le schéma ci-dessus montre la marche de 
l'expérience et les graphiques de la figure 1 traduisent l’évolution 
des cultures pendant une semaine. 

Les points correspondant a la fraction a montrent, dans cette 
figure, l’allure de la croissance témoin de Candida sur le milieu A 
(croissance témoin). 
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Les points relatifs au lot p indiquent une croissance pratiquement 
identique 4 la croissance type (voir discussion plus loin) : avoir 
fait multiplier du lactobacille sur le milieu A ne modifie donc 
pas le comportement de Candida albicans sur ce bouillon a condi- 
tion qu’il ait été chauffé entre la croissance de la bactérie ct 
V’ensemencement consécutif de la levure. 

La croissance sur la fraction y différe au contraire d’une facon 
frappante des deux autres; aucune mesure ne peut étre faite 


‘oO 

2 - Milieu témoin (a), 

S| ‘| o Filtrat bactérien chauffé (6), 
300 


+ Filtrat bactérien (vy). 


Oo 
fo) 
° [e) 
+ 
+ 
+ 
+ 
4 5 6 2 Jours 
Hie! 


jusqu’au troisiéme jour ott un trouble infime commence seulement 
a y apparaitre ; la multiplication se poursuit alors, mais avec un 
retard trés grand par rapport a la croissance sur le milieu 8, 
pourtant rigoureusement identique au chauffage prés, ou Aa celle 
sur le milieu neuf a. 

La culture sur la fraction y ne donnant aucun signe de départ 
pendant les premiers jours de l’expérience, nous avons suivi par 
des étalements sur milieu A gélosé en boites de Petri les premiers 
stades de l’évolution des cellules ensemencées sur cette fraction. 
Ces étalements ont montré que le produit bactérien S’oppose au 
départ de la culture pendant le premier jour de l’expérience. 
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Le tableau III donne le nombre de colonies trouvées dans ces 
étalements, les nombres étant ramenés a 1 cm? de culture. 


Tasreau Ill, — Multiplication de Candida albicans sur filtrat bactérien. 
Etalement sur milieu gélosé. 


emmys’, (vers cunve orcreta cvs eral nictove nie 0 24h. 48 h. 7 jours 
Colonies (pour 1 cm’) ..... 520 180 2 500 74 000 


Il ne se produit aucune multiplication de la levure au début 
de l’expérience et l’absence de multiplication a persisté dans cer- 
tains essais pendant plusieurs jours; le nombre des colonies 
obtenues semble méme diminuer. Cette diminution de l’effectif 
cellulaire se retrouve chaque fois que l’inoculum est peu impor- 
tant ef nous avons méme observé une apparente disparition de 
la levure dans les étalements. 

Aprés ce temps de non-multiplication, il se produit une crois- 
sance réguli¢ere de Candida, mais au bout d’une semaine, la 
densité de la culture sur cette fraction y reste bien inférieure 
a celle obtenue en trente-six heures sur milieu « ou sur le filtrat 
autoclavé p. C’est seulement en laissant se poursuivre pendant 
dix-sept jours la multiplication sur les trois lots que les cultures 
s’égalisent et que l’on arrive finalement a la méme quantité de 
levure, Vinhibition mise en évidence se montrant donc seulement 
temporaire. 


IV. — RETENTION DU PRODUIT ACTIF SUR LE CHARBON ACTIVE. 


L’expérience qui vient d’étre décrite et dont les résultats sont 
discutés plus loin démontre 4a elle seule l’existence d’un produit 
inhibiteur de la croissance de Candida albicans chez Lactobacillus 
acidophilus. Il est possible d’apporter une nouvelle preuve de 
Vexistence de ce produit, en méme temps que d’en définir une 
propriété. intéressante, en montrant la possibilité de l’adsorber 
sur le charbon activé : le bouillon ainsi débarrassé du composé 
anti-levure retrouve des qualités nutritives normales pour cet 
organisme. 

A partir de milieu A passé sur filtre amiante-cellulose, on 
constilue deux fractions égales, a et b. La seconde, soit b, est 
ensemencée par Lactobacillus acidophilus et non l'autre (a) qui 
montrera, comme témoin, la croissance de la levure sur le 
milieu A, traité ou non par le charbon. 

La fraction b, ensemencée par le bacille, donne aprés quatre 
jours d’étuve a 37° une culture dense, voisine de son maximum. 
L’acidité y étant trop forte (pH voisin de 4) pour permettre ta 
comparaison avec un milieu neuf a, le pH en est ramené a 6, 


valeur habituelle. dp 
Chacune de ces fractions est alors elle-méme subdivisée en 
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deux parties égales dans lesquelles les premiéres sont passées 
sur le filtre amiante-cellulose pour éliminer tous les corps bacté- 
riens et les secondes sont d’abord traitées par le charbon activé 
(5 ¢ pour 100 cm’ pendant vingt minutes avec agitation), puis 
passées sur le filtre amiante-cellulose qui retient les bactéries et 
le charbon. Un contrdle de pH et de stérilité des filtrats est 
effectué. 

Candida albicans est ensemencé sur ces divers lots et les exa- 


‘y Milieu témoin (al) a 
S Milieu témoin traité parleCharbon (a2) oo 
S) Filtrat bactérien — (61) im 
300 Filtrat bactérien traité par le Charbon (62) 
A 
° 
200 
4100 
+ 
48 


Fic. 2. 


mens opacimétriques successifs nous permettent de comparer Ja 
croissance de cette levure sur les milieux suivants : 

Fraction al : milieu neuf (témoin). 

Fraction a2: milieu neuf traité par le charbon activé (action de 
ce traitement). 

Fraction b1 : filtrat bactérien (milieu impropre a Candida). 

Fraction b2 : filtrat bactérien traité par le charbon activé. 

Les divers lots sont répartis en tubes a essais A raison de 
10 cm?’ par tube ; la figure 2 résume les résultats obtenus. 
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Comme dans l’expérience précédente, le filtrat de la culture de 
Lactobacillus acidophilus (fraction bl) est actif contre Candida 
albicans, retardant fortement le moment ow la culture commence 
a se manifester. Traité par le charbon activé (fraction b2), ce 
filirat se montre au contraire de nouveau favorable a la levure 
et se comporte d’une fagon comparable aux bouillons owt les bac- 
téries n’ont pas proliféré. 

Quant aux fractions al et a2, elles ont un comportement iden- 
lique, apportant ainsi la preuve que le traitement par le charbon 
activé ne modifie pas le milieu A dans ses propriétés nutritives 
pour Candida pendant le temps de l’expérience. 

Les résultats de cette expérience sont tres semblables A ceux 
obtenus en chauffant le filtrat bactérien ; aucune explication de 
la croissance perturbée de la levure sur le filtrat de culture bacil- 
laire ne peut étre donnée, autre que l’élaboration par le bacille 
d'un ou plusieurs produits agissant en antibioliques vis-a-vis de 
Candida. L’enlévement de ce facteur par le charbon, comme sa 
destruction par la chaleur, rend le milieu ott Lactobacillus acido- 
philus s’est multiplié 4 nouveau trés favorable a la prolifération 
de la levure. 


V. — Discussion ET CONCLUSIONS. 


Nous avons vu, dans la premiére partie de ce travail, qu’une 
acidité, méme grande, lactique ou autre, ne suffit pas 4 empécher 
la multiplication de Candida albicans. Ainsi, dans la premiére 
expérience (destruction du produit actif par la chaleur), le pH 
de Ja fraction y (filtrat bactérien actif) était voisin de 4,8, pH 
encore trés favorable 4a la croissance de la levure. De plus, ce 
pH est aussi celui de la fraction B qui joue ainsi le réle de 
témoin et sur laquelle la levure se multiplie parfaitement. 

Quant 4 la deuxiéme expérience (rétention sur charbon), aussi 
bien que d’autres, elles ont été réalisées en réajustant le pH a 6 
aprés la croissance bactérienne et n’en ont pas moins donné des 
résultats identiques, confirmant linhibition sur filtrat bactérien. 

Ce n’est donc pas par Vintermédiaire de l’acidité produite au 
cours de leur multiplication que les lactobacilles interviennent 
contre Candida. 

On pourrait aussi attribuer la cause de linhibition a l’épuise- 
ment du bouillon par la croissance des bacilles, celle-ci privant 
d’entrée le milieu d’un élément indispensable A Candida. Le fait 
que la bactérie étudiée transforme en matiére vivante dix fois 
moins d’éléments du milieu A que la levure rend toutefois cette 
explication peu probable, d’autant plus que nous avons arrété la 
multiplication bactérienne au tiers de son maximum, précaution 
qui écarte déja l’idée de carence. Mais surtout, la croissance de 
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Ja levure sur la fraction 6 (filtrat bactérien chauffé), dans la pre- 
miére expérience, se montre trés comparable a celle sur le milieu 
témoin, tant par le moment ot la culture commence a se mani- 
fester que par la vitesse de sa croissance sur ces deux milieux. 
Or, a un chauffage pres, la fraction p ne différe en rien de la 
fraction y. 

Enfin Videntité finale des trois cultures a laquelle on arrive 


e Milieu témoin +Glucose, 


‘w]}] | o Filtrat bactérien +Charbon + Glucose, ° 
6 + Filtrat bactérien + Glucose. 
e 
¢ ° 
300 
200 
+ 
100 
+ 
+. 


20 24 36 Heures 48 


apres un long séjour a l’étuve (dix-sept jours) est encore fa 
meilleure preuve que les éléments utilisables par la levure se 
trouvent bien dans les trois milieux et que la multiplication de 
la levure et celle de la bactérie ne semblent pas se faire aux 
dépens des mémes éléments nutritifs. 

Le fait que l’on puisse rendre le filtrat bactérien comparable 
au milieu neuf par un traitement au ‘charbon activé confirme 


bien, lui aussi, qu’on ne peut parler de carence ou de produit 
soustrait aux besoins de Candida. 
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Une conclusion analogue ressort d’expériences dans lesquelles 
nous avons pu diluer jusqu’a trente fois le milieu A sans observer 
de différence notable dans la croissance de Candida albicans, au 
moins dans les débuts de sa manifestation. 

Méme lorsque du glucose, élément trés favorable a la crois- 
sance de la levure, est ajouté aux milieux au moment de son 
ensemencement, la croissance de Candida albicans est encore 
inhibée sur le milieu ot Lacfobacillus s'est développé, ainsi qu’il 


Culture agitée 
e Milieu témoin, 

o Filtrat bactérien chauffé, 
+ Filtrat bactérien. 


Opacité 


300 


200 


.100 


15 16 19 Heures 23 25 
Fic. 4. 


apparait sur la figure 8. On constate que l’addition de glucose 
modifie ]’aspect quantitatif du phénoméne — le composé biosta- 
tique est alors moins actif —, mais le phénoméne persiste incon- 
testablement. 

Le méme phénoméne s’observe encore si l’on opére en cultures 
agitées. La vitesse de multiplication est, dans ces conditions, bien 
plus rapide. Il n’en reste pas moins que l’opacité, déja trés 
importante aprés vingt-quatre heures 4 37° dans les lots témoins, 
reste faible, au bout du méme temps, dans les cultures sur filtrat 
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bactérien. Les résultats d’une expérience de ce type sont repre- 
sentés dans la figure 4. 

Ainsi, deux expériences principales et de nombreuses expé- 
riences complémentaires nous ont permis de démontrer que, 
durant sa multiplication, Lactobacillus acidophilus élabore un 
produit, absent dans le milieu initial, qui agit en facteur inhi- 
biteur sur la levure Candida albicans. 

Il s’agit d’un produit a caractére biostatique passager puisque 
son activité se traduit surtout par un retard dans |’apparition 
des premiéres divisions de la levure, retard qui se répercute sur 
l'ensemble de la croissance. La culture de Candida albicans nest 
en effet pas détinitivement arrétée, mais reprend au contraire une 
croissance normale aprés un certain laps de temps pour donner 
en définitive un rendement similaire a celui sur milieu témoin. 

Cette substance est thermolabile, sa destruction paraissant totale 
par chauffage de vingt minutes a 110° ; cette caractéristique a été 
mise a profit pour la démonstration méme de son existence. C’est 
un produit qui est soluble dans l’eau, puisque la filtration sur 
amiante-cellulose qui retient les corps figurés ne prive pas le 
bouillon ot! Je bacille a vécu de son pouvoir anti-Candida ; on 
doit toutefois penser, si l’on considére Je calibre du filtre qui la 
laisse passer, qu'il pourrait s’agir d’une molécule assez grosse. 
Sa stabilité dans le temps est bonne : on obtient des inhibitions 
diminuées mais réelles avec des filtrats ayant séjourné plus d’un 
mois au laboratoire. Nous avons vu enfin qu’il est adsorbé sur 
le charbon activé, tant en milieu neutre qu’aux pH acides. 

Les caractéristiques du composé, comme son existence méme, 
apportent un trés fort argument pour soutenir opinion que dans 
la flore saprophyte, c’est surtout la présence d’espéces_ bacté- 
riennes sensibles aux antibiotiques qui, a l’état normal, maintient 
aun effectif restreint et, partant, a ]’état inoffensif, la population 
de Candida albicans. 


SUMMARY 


Propuction By Lactobacillus acidophilus oF A SUBSTANCE ACTIVE 
AGAINST Candida albicans. 


In filtrates of Lactobacillus acidophilus cultures it is possible 
to demonstrate the presence of a substance which possesses a 
certain inhibiting capacity towards the development of Candida 
albicans. 

This substance is destroyed by heating twenty minutes at 
110° C ; it is soluble in water, stable at the room temperature 
and absorbed by activated coal in neutral or acid medium. It 


might act as a stabilizing factor for Candida albicans in the 
normal saprophytic flora. 
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COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR L’IMMUNISATION 
ANTI-BOTULIQUE C2 DU LAPIN 
PAR INJECTION UNIQUE 
D’ANATOXINE CONCENTREE ADSORBEE 


par A.-R. PREVOT et R. SILLIOC. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Les recherches sur le botulisme animal poursuivies a 1’Institut Pas- 
teur depuis 1950 ont montré qu’en France le type de beaucoup le 
plus fréquent répond au sous-type Cp [4 4 42]. Partout ot |’on a mis 
en ceuvre la vaccination prophylactique anti-C gp, les foyers enzootiques 
se sont éteints progressivement alors qu’ils continuaient 4 réapparaitre 
dans les régions ot: cette vaccination n’était pas pratiquée. 

Cette vaccination, suivant les procédés anciens, consistait en trois 
injections d’anatoxine brute Cp & quinze jours d’intervalle, le dosage 
de chacune des injections étant proportionnel au poids du corps de 
Vespéce animale 4 protéger. Cette vaccination, trés facile A réaliser 
chez les bovidés et équidés, n’a pas été acceptée facilement par les 
éleveurs de visons — espéce particuliérement sensible au botulisme GC B, 
qui paie un trés lourd tribu a cette toxi-infection — car ce carnivore 
trés nerveux et trés agressif est difficile 4 manipuler et la triple injec- 
tion de milliers de ces animaux exige un temps trés long et des pré- 
cautions minutieuses contre leurs morsures. 

Ainsi les vétérinaires nous ont demandé s’il n’était pas possible 
de réaliser cette vaccination en un temps. 

Avec Raynaud et Turpin [43] nous avons mis au point un vaccin 
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en up temps qui a donné des résultats surprenants : le vison est pro- 
lege, douze 4 quinze jours aprés cette injection unique, contre des 
doses d’épreuve allant de 20 000 & 40000 DM (alors que la vaccination 
par trois injections d’anatoxine brute précipitée le protégeait contre 
100 DMm environ). Ce vaccin est obtenu de la fagon suivante : on 
concentre par ultrafiltration de l’anatoxine brute préparée avec une 
toxine C titrant 300000 DMm/cm?; le concentrat est réajusté 
i pH 6,7-6,9, adsorbé sur gel de phosphate de calcium (brushite) et 
controlé sur cobaye. La dose protectrice du vison est de 1 cm? sous- 


40.000 


DMin 


ae 
16 18 20 
Jours aprés la vaccination 


Fic. 1, — Evolution de la résistance aprés injection unique d’anatoxine 
concentrée adsorbée. 


cutanée ; elle est parfaitement tolérée et ne provoque aucune réaction 
regrettable. 

Comme le vison n’est pas un animal de laboratoire de prix abordable, 
c'est sur le Japin que nous avons étudié le mécanisme de cette immu- 
nisation par injection unique. Douze lapins de 2 kg ont recu, le 
15 mars 1958, une injection sous-cutanée de 1 cm*® de ce vaccin 
concentré-adsorbé, et ont été répartis en 6 lots de 2. Aux dixiéme, 
douziéme, quatorziéme, seizicme, dix-huitiéme et vingtiéme jours aprés 
Vinjection chaque lot a subi une prise de sang 4 la veine marginale 
de l’oreille pour titrage des anticorps et aussitét aprés une injection 
d’épreuve de toxine C £. 

Le premier lot, au dixiéme jour, présentait déja 3 U.A./cm? de 
sérum et a résisté & 250 DMm de toxine Cp. Le deuxiéme lot, au 
douziémé jour, présentait 4 U. A./cm® de sérum et un des deux lapins 
résista A 1000 DMm. Le troisiéme lot titrait 50 U. A./em? au qua- 
torziéme jour et résistait & 2000 DMm. Le quatri¢me lot titrait 
100 U. A./cm? au seiziéme jour et résistait 4 5000 DMm. Le cinquiéme 
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Jot titrait 250 U. A./cm? au dix-huitiéme jour et résistait a 10 000 DMm. 
Enfin le sixiéme lot titrait 300 U. A. au vingtiéme jour et résistait 
4 40000 DMm. Un mois aprés la vaccination, 10 des lapins avaient 
un titre de 500 U.A./cm? de sérum et l’un d’eux un titre de 
600 U. A./cm’. 

Cette montée rapide des anticorps contraste avec le phénoméne 
inverse que nous avons bien étudié avec Brygoo en 1953 [7] : quand 
on emploie l’anatoxine brute comme antigene la montée des anti- 
corps, chez le cheval, est trés lente et on n’obtient les titres élevés 
en plafond que vers le troisitme mois. Ainsi les bons résultats obtenus 


600 


500 


10 14 16 30 
Jours aprés la vaccination 
Fic. 2. — Montée des anticorps aprés injection unique d’anatoxine 
concentrée adsorbée. 


avec le nouveau vaccin s’expliquent par cette montée rapide des anti- 
corps due a la concentration et 4 l’adsorption du vaccin. 

ConcLusion. — Chez le lapin comme chez le vison, l’injection d’une 
dose unique d’anatoxine botulique C concentrée par ultrafiltration 
et adsorbée sur gel de phosphate de calcium provoque une montée 
rapide des anticorps dans le sérum et confére une résistance trés 
élevée & des doses d’épreuve considérables. 


SUMMARY 


STUDIES ON C B-ANTIBOTULINIG IMMUNIZATION OF RABBITS BY MEANS 
OF A SINGLE INJECTION OF ADSORBED CONCENTRATED ANATOXIN. 


In rabbits and in visons, injection of a single dose of C p-anatoxin 
concentrated by ultrafiltration and adsorbed on a calcium phosphate 
gel, induces a rapid increase of serum antibodies and a strong resis- 
tance against considerable challenge doses. 
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MISE EN EVIDENCE D’OPSONINES BACTERIENNES 
NON SPECIFIQUES 


par Albert DELAUNAY, Monique PELLETIER 
et Michelle HENON. 


(Institut Pasteur, Service de Pathologie expérimentale et C.N.R.S.) 


Nous avons montré, dans un précédent travail [1], que les noyaux 
isolés d’hématies de poulet peuvent étre agglutinés par des solutions 
de polypeptides retirés des tissus. La suite de nos expériences vient 
de nous apprendre que les mémes solutions sont aussi capables d’agglu- 
tiner de nombreuses bactéries (Gram+ ou Gram—) et de favoriser, 
in vitro, leur phagocytose. Nous voudrions, par cette note préliminaire, 
faire connaitre, sur ce point, nos principales observations. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


J. M&THODES D’EXTRACTION DES POLYPEPTIDES. — Tissu trailé: Thymus de 
veau. Nous avons eu recours a quatre méthodes, lune déjA décrite par 
Dubos et Ilirsch [2], les trois autres ayant été mises au point par nous- 
mémes. 

Méthode n° 1: Digestion acide (CIH) du thymus pendant quatre jours 
4 18° (le pH ne doit pas dépasser 2,5). Centrifugation. Précipitation du sur- 
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nageant par du ClNa a demi-saturation. Centrifugation. Culot dissous par 
de l'eau distillée, reprécipité par le ClNa, lavé par lalcool puis l’éther, 
enfin desséché. Rendement: 10 g d’une poudre blanche par kilogramme 
de thymus. 

Méthode n° 2: Thymus broyé au mixeur en présence d’acide citrique. 
Centrifugation. Culot repris par l’acide citrique puis le CIH. Centrifugation. 
Addition au surnageant (pH: 7) d’alcool a 96°. Formation d’un gros préci- 
pité qui est lavé par l’alcool et l’éther, enfin desséché. Rendement: 7 g 
d'une poudre blanche par kilogramme de thymus. 

Méthode n° 3: A 100 g de thymus sont ajoutés 200 ml de CIH, 0,2 M; 
le mélange est laissé quatre jours A 18° (a un pH au-dessous de 2,5). Cen- 
trifugation. Le pH du surnageant est amené a 9,5 par addition de NaOH 4N. 
Formation d’un gros précipité. Centrifugation. Le culot est repris par de 
eau légérement acidifiée (pH : 4,5). Centrifugation. Addition au surnageant 
(pH: 7) de 4 volumes d’alcool 4 96°. Aprés contact d’une nuit, nouvelle 
centrifugation. Le culot est repris par de l’eau distillée. Dissolution incom- 
plete. Centrifugation. Traitement du surnageant (pH:7) par l’alcool, 4 96°. 
Précipitation. Le précipité est lavé par l’éther et desséché. Rendement ° 
5 g d'une poudre blanche ou légérement jaune par kilogramme de thymus. 


Les substances obtenues par les quatre méthodes sont solubles dans 
eau physiologique (liquide limpide ou légérement opalescent). Nous 
avons donné ailleurs [4] leurs principaux caractéres chimiques. Ceux-ci 
different quelque peu d’une substance a l’autre. Mais on peut dire 
qu’il s’agit en tout cas de polypeptides sans copule glucidique. 


II]. — AGGLUTINATION BACTERIENNE. — Nous avons mis en ceuvre 8 types 
de bactéries : deux staphylocoques (l'un pathogene, l'autre non), un syno- 
coque (Wagon), une sarcine orange, le Micrococcus lysodeilkticus, in 
Chromobacterium violaceum, un colibacille pathogéne et un _ bacille 
typhique. Tous ces germes, qui provenaient d’une culture de vingt-quatre 
heures, ont été utilisés vivants. A telle ou telle solution de polypeptide 
(2 mg/ml) était ajoutée, dans un rapport 2/1, une suspension de bactéries 
(5 milliards de germes/ml). Les tubes étaient soigneusement agités et 
examinés A l’ceil nu @heure en heure (ceci pendant une durée de vingt- 
quatre heures). 


Ill. Opsontsation. — a) Phagocytes: Polynucléaires de cobaye retirés 
dun exsudat inflammatoire ; b) Miliew: Sérum de cobaye frais dilué de 
moitié par de l’eau physiologique ou un sérum antityphique ou encore par 
une de nos solutions de polypeptides (2 mg/ml); c) Germe: Un bacille 
typhique smooth vivant. Le volume d’une préparation était de 2 ml: 
10 000 000 de polynucléaires et 5 milliards de germes par millilitre. Une 
fois faites, les préparations étaient mises & 37° pendant une heure. Le 
liquide surnageant était alors décanté ; la couche leucocytaire déposée au 
fond des tubes était recueillie et servait A faire des frottis sur lames. 
Lames fixées et colorées par du bleu de méthyléne. Examen microsco- 
pique avec un objectif 4 immersion. 


RESULTATS. 
Nous ne rapporterons ici que les principaux, l’ensemble devant, 
plus tard, faire l’objet d’un mémoire détaillé. 
1° Agglutination. — a) Les 8 germes que nous avons utilisés n’ont 
aucune tendance 4 s’agglutiner spontanément quand ils se trouvent 
en suspension dans l’eau physiologique. La suspension reste homo- 
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gene pendant vingt-quatre heures. Au contraire, quand ils ont été 
placés dans une de nos solutions de polypeptides, ils se sont constam- 
ment agglutinés. 

b) Cette agglutination débute presque immédiatement. Nette au 
bout d’une heure, elle est extrémement nette apres cing heures, 
4 plus forte raison au bout d’un jour. Les germes, d’abord réunis 
en amas, tombent rapidement au fond des tubes. Que ceux-ci soient 
agités, ils se remettent en suspension mais, peu de temps plus tard, 
l'agglutination se reproduit. C’est donc une agglutination forte. Pré- 
cisons qu'elle n’est jamais accompagnée de lyse. L’intensité des agglu- 
tinations a varié quelque peu en fonction de la bactérie et du poly- 
peptide en contact mais, dans tous les cas, elle a été indiscutable. 
La dose agglutinante limite se trouve comprise, selon la nature du 
polypeptide, entre 0,4 et 0,1 mg/ml. 


2° Phagocytose. — a) Le bacille typhique smooth mis en ceuvre dans 
nos expériences n’est pas phagocyté — ou il l’est A peine — par les 
polynucléaires du cobaye quand il réside dans un milieu dépourvu 
d’anticorps spécifique. Son absorption par les globules blancs devient, 
au contraire, extrémement forte et rapide quand, a ce milieu, ont 
été ajoutées l’une ou l’autre de nos solutions de polypeptides (1 mg/m] 
de milieu). 

b) La phagocytose observée est aussi trés remarquable quand, A un 
milieu dépourvu d’anticorps, on ajoute des bacilles lavés qui, aupa- 
ravant, avaient été laissés pendant cinq heures dans une solution de 
polypeptides. 

c) Dans V’un ou l’autre cas, la phagocytose est, par son intensité, 
comparable a celle que l’on obtient en présence d’anticorps antity- 
phique. Il a non seulement absorption des germes, mais digestion 
trés rapide dans les vacuoles cytoplasmiques. Nos polypeptides ont 
done la valeur, in vitro, d’opsonines non spécifiques douées d’une 
activité extrémement remarquable. 

d) Précisons enfin que l’opsonisation par les polypeptides se mani- 
feste sans qu’il y ait fixation sur les bactéries du complément. 

e) Dose opsonisante limite des 4 polypeptides utilisés: de 0,1 a 
6,05 mg/ml. Aucune différence nette n’a pu étre notée d’un_ poly- 
peptide a l’autre. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 


1° Certains polypeptides tissulaires ont le pouvoir, non seulement 
d@agglutiner différents germes, Gram+ ou Gram —, pathogénes ou 
non, mais ils peuvent aussi exercer une action opsonisante considé- 
rable, analogue a celle produite par un anticorps. A notre connaissance 
du moins, c’est la premiére fois que se trouve mise en évidence une 
opsonisation de cet ordre. Et cela est d’autant plus remarquable qu’elle 
porte sur un germe pathogéne. 

2° On peut admettre, sans grand risque d’erreur, que si des poly- 
peptides sont capables d’exercer ces actions, c’est qu’ils peuvent se 
fiver sur la surface des bactéries. Au cours de nos recherches, il nous 
a été facile de démontrer effectivement l’existence de cette fixation : 
a) les germes d’abord traités par un polypeptide, puis lavés, s’agglu- 
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tinent quand ils sont remis en eau physiologique ; b) quand le Micro- 
coccus lysodeikticus a été conservé cing heures dans une solution de 
polypeptides, il devient, méme aprés lavage, insensible a l’action 
lytique du lysozyme; ¢) les bacilles typhiques, d’abord traités par 
un polypeptide, deviennent incapables d’adsorber l’anticorps spécifique 
et le complément ; d) en employant de fortes concentrations de germes, 
on peut « épuiser » une solution de polypeptides. Le liquide surnageant 
n’a plus de pouvoir agglutinant. 

3° Les expériences ici rapportées ont été faites avec des polypeptides 
retirés du thymus, mais il est certain que des polypeptides voisins 
existent dans d’autres tissus et aussi dans les foyers inflammatoires. 
Dés lors, se trouvent posées ces importantes questions : quel est le 
role joué par ces corps dans les phénoménes d’immunité naturelle ? 
Le pouvoir opsonisant ici démontré et qui apparait, in vitro, impres- 
sionnant s’exerce-t-il aussi dans l’organisme ? Nous essayons de répondre 
& ces questions par des expériences en cours. Mais nous pouvons 
signaler que plusieurs auteurs [3], par des voies trés différentes des 
nétres, ont été déja conduits A souligner l’importance possible des 
polypeptides dans la destruction des germes infectieux. 


RESUME. 


Des polypeptides isolés du thymus de veau et mis en solution dans 
l’eau physiologique sont capables d’agglutiner fortement de nombreux 
germes et de favoriser, au méme titre que l’anticorps spécifique, la 
phagocytose du bacille typhique smooth. 


SUMMARY 


OBSERVATIONS SHOWING THE EXISTENCE 
OF NON’ SPECIFIC BACTERIAL OPSONINS. 


Polypeptides, extracted from calf thymus, dissolved in saline, are able 
to provoke a strong agglutination of numerous bacteria and to promote 
the phagocytosis of smooth typhoid bacilli, just as the specific anti- 
body. 
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ETUDE BACTERIOLOGIQUE ET SYSTEMATIQUE 
DE MICROCOCCUS ABSCEDENS OVIS (MOREL 1911) 


nv. comb. 
par L. JOUBERT. 


(Ecole Vétérinaire de Lyon) 


Le microcoque étudié par Morel (1911), Aynaud (1922), puis Carré 
(1923), Benito et Borrel (1957) est une bactérie spécifique de suppu- 
rations enzootiques du mouton et de la chévre, dénommées en France 
« maladies des abcés de Morel ». 

La morphologie (voir fig. 1) ne distingue pas le germe des autres 


Iic. 1, — Aspects morphologiques aprés coloration de Gram du microcoque 

de Morel et Aynaud. En 1: diplocoques; en 2: tétrades; en 3: amas 

du type Staphylococcus avec bactérioglée. (Cultures de 48 heures en 
bouillon-sérum.) 


microcoques (coci immobiles, Gram-+, sans capsules, ni cils, ni spores, 
de 0,6 4 0,8 w de diamétre, isolés ou en amas), mais ces éléments sont 
souvent noyés dans une gelée épaisse (bactérioglée). 

Aéro-anaérobie, le germe est exigeant (sérophilie obligatoire ou glu- 
cido-exigence). Ses colonies sont petites, blanchatres, le trouble est 
léger et homogéne en bouillon-sérum ou bouillon T. Glucose +, lévu- 
lose +, xylose +, mannitol —, le germe n’est pas protéolytique. 

Le pouvoir pathogéne expérimental du germe est spécifique pour le 
mouton et la chévre (abcés sous-cutanés limités, 4 coque épaisse, non 
extensifs, de la mdchoire, de ]’épaule, du scrotum). Il demeure aviru- 
lent, quelle que soit la voie d’inoculation, pour la souris, le rat, 
le lapin, le mérion, le hamster, le cobaye, mais tue l’embryon de 
poulet en huit jours. Il ne sécréte aucune toxine (exotoxine, endotoxine, 
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entérotoxine, hémolysine vraie) ni diastase des types hyaluronidase, 
coagulase, fibrinolysine, protéinase. 

Il est sensible 4 tous les sulfamides et les antibiotiques (surtout 
septoplix et pénicilline). Il est inclassable sérologiquement parmi les 
streptocoques, posséde un agglutinogéne spécifique d’espéce et ne 
présente ni immunigéne, ni allergéne. Il est insensible aux bactério- 
phages actifs sur les cocci (staphylophages, en particulier). Les tracés 
de croissance du germe sont nettement différents de ceux des autres 
cocci, ainsi que la plupart des tests bactériologiques des milieux hos- 
tiles (voir fig. 2 et tableaux I et II). 

Il ne semble pas, enfin, s’agir d’un streptocoque ou d’un staphylo- 


fe) 3 6 9 AZ a5 48 


Fic. 2. — Enregistrement simultané de cinq courbes de croissance: 
1. microcoque de Morel et Aynaud ; 2. streptocoque hémolytique ; 3. tétra- 
géne; 4. pneumocoque; 5 et 6. entérocoque et staphylocoque, A laide 
du biophotométre enregistreur de Bonét-Maury et Jouan. En abscisses, 
temps en heures. En ordonnées, intensité de la culture en p. 100. 


coque dégradé, en raison de la stabilité de ces caractéres singuliers 
aprés passages en série sur embryons de poulet ou sur mouton. 
L’absence de description du germe dans les manuels de systéma- 
tique bactérienne classiques et l’originalité de ses caractéres incitent 
a le considérer comme une espéce autonome non encore nommeée. 
Nous proposons pour elle la désignation de Micrococcus abscedens 
ovis (Morel, 1911) n. comb. (1). 


SUMMARY 


BACTERIOLOGICAL AND TAXONOMIC s1ruDY OF Micrococcus abscedens ovis 
(Moret, 1911) nv. comp. 


The Micrococcus described by Morel (1911) and Aynaud (1922) is 
the specific agent of sheep and goats enzootic suppurations. Its 
cultural, biochemical and biological properties prove that it repre- 


(1) Nous adressons nos vifs remerciements au Dr A.-R. Prévot pour ses 
directives et ses suggestions. 


TABLEAU I. 
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— Comparaison microcoque de Morel et Aynaud et 
Streptococcus pyogenes animal. 
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TABLEAU II. 


— Comparaison microcoque de Morel et Aynaud et 
staphylocoques animaux. 
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sents an autonomous species, which is not described in classical manuals 
of bacterial taxonomy, and for which the name Micrococcus abscedens 
ovis (Morel, 


1911) nv. 


comb. 


is proposed. 


218 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


BIBLIOGRAPHIE 


Aynaup (M.). C. R. Acad. Sci., 1922, 175, 1170; C. R. Soc. Biol., 1923, 89, 
215 ; Rev. gén. Méd. vétér., 1927, 36, 500; Ann. Inst. Pasteur, 1928, 
42, 256: CO. R. Soc. Biol., 1929, 89, 215. 

Benito (M.) et Borrex (A.-J.). Rev. Méd. vétér., 1957, 108, 516. 

Carré (H.). C. R. Soc. Biol., 1923, 88, 427; Bull. Soc. Centr. Méd. véler., 
1923, 76, 402; Rev. gén. Méd. vétér., 1927, 36, 241. 

Loison (J.). La « maladie des abcés » ou « micrococcose de Morel et 
Aynaud » du mouton et de la chévre. These Doct. Vétér., Lyon, 
1958. Bosc, édit. 

Moret (M.-G.). J. Méd. vét. Zootechnie, 1911, 73, 513. 


UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA : 
SALMONELLA PIKINE (8)20: r: z6 


par S. et L. LE MINOR, P. KIRSCHE, R. BAYLET 
et J. SAMAILLE. 


(nstituts Pasteur de Paris et Dakar) 


Cette souche de bacilles Gram négatifs mobiles a été isolée 4 Dakar, 
par ensemencement de broyat de ganglions mésentériques de porc 
apparemment normal sur milieu S.S., aprés enrichissement sur milieu 
de Muller-Kauffmann. Elle posséde une lysine-décarboxylase, n’a pas 
d’uréase, ne cultive pas sur milieu au CNK. Elle fait fermenter en 
un jour : xylose, arabinose, rhamnose, glucose (+ gaz), mannitol, sor- 
hose, sorbitol, dulcitol, maltose, tréhalose, glycérol (milieu de Stern). 
t.adonitol, le lactose, le saccharose, l’inositol et la salicine ne sont 
pas fermentés. 

Cette Salmonella cultive sur milieu de Simmons au citrate de sodium 
el fait fermenter en milieu de Kauffmann le D-tartrate de sodium, elle 
ne produit pas d’indole, donne sur milieu de Clark et Lubs une 
réaction au rouge de méthyle positive et une réaction de Voges-Pros- 
kauer négative. Elle réduit les nitrates en nitrites et produit de 
VHS. La gélatine n’est pas liquéfiée (méthode classique A 18° et 
méthode de Kohn modifiée par Lautrop A 37°). Sur lame, cette souche 
est agglutinée par les sérums anti-O : 6,8 —8 et 20 saturés. Elle n’est 
pas agglutinée par les sérums anti-6,7 et 6,14,24. La culture initiale 
était agglutinée par le sérum anti-z6 ; aprés culture sur gélose de 
Gard additionnée de sérum anti-z6, elle est agglutinée par le sérum 
anti-r. 

La phase 1 (r) est agglutinée au titre homologue par le sérum anti- 
S. bovis morbificans phase 1 et en sature les agglutinines. Il en est de 
méme pour la phase 2 (z6) dans le sérum anti-S. kentucky phase 2. 
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La saturation du sérum anti-S, kentucky O fait baisser le titre des 
agglutinines de 1/3200 & 1/400. Le sérum saturé agglutine encore 
S. virginia et S. newport 4 1/400: il est donc vraisemblable que l’anti- 
géne O:8 n’est pas identique A celui de S. kentucky. 

S. pikine est & rapprocher de S. altona [4] dont la formule est 
(8)20 :7 i) 26. Elle s’en distingue, d’une part, par l’absence de l’anti- 
gene i, d’autre part, par le fait qu’elle fermente en un jour le L-tar- 
trate, contrairement a S. altona. 

Nous remercions le D' Kauffmann d’avoir contrélé la formule de 
notre souche et de nous avoir indiqué les fermentations du L-tartrate. 


RESUME. — Description d’un nouveau sérotype de Salmonella, 
S. pikine, isolé &’ Dakar de ganglions de porc et de formule (8)20 : r : 26. 
SUMMARY 
A new Salmonella serotype: S. pikine. 


Description of a new Salmonella serotype : S. pikine, isolated at Dakar 
from swine mesenteric glands and possessing the formula : (8)20 :r : 26. 
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ETUDE DE LA MICROFLORE THERMOPHILE TELLURIQUE 


Il. — ECOLOGIE ET OPTIMUM THERMIQUE 
par J. LAJUDIE. 


Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Les bactéries thermophiles, germes possédant la propriété de cul- 
tiver 4 des températures élevées, sont essentiellement les germes des 
boues et des fumiers. Mais l’origine et les rapports de ces organismes 
trés particuliers avec les mésophiles ne sont guére connus. 

Pour certains auteurs comme Negre [4], ils seraient les derniers 
représentants des microbes les plus primitifs. Pour d’autres, comme 
Michoustine [2] ces organismes seraient étrangers au sol. 

Il nous a paru intéressant de mettre au point des techniques per- 
mettant d’étudier leur nombre et leurs activités. L’analyse d’échan- 
tillons trés différents nous a permis de constater qu’ils sont inéga- 
lement répartis dans la nature et que pour un méme échantillon leur 
nombre varie suivant la température 4 laquelle ils sont cultivés. 


Techniques utilisées. — La température élevée de culture entrainant 
une évaporation intense du milieu, il est nécessaire de modifier Jes 
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techniques courantes utilisées pour ]’étude des mésophiles (voir Etude 
de la microflore thermophile tellurique. I. Les techniques, Lajudie [3]. 


REPARTITION DES BACTERIES THERMOPHILES DANS LA NATURE. — Les pré- 
lévements, choisis aussi différents que possible dans des régions 
diverses, nous ont permis de constater tout d’abord leur importance 
dans la nature, leur répartition suivant les sols puis d’apprécier leur 
activité par l’étude de leurs fonctions (protéolytique, amylolytique, 
dénitrificatrice, cellulolytique, hémicellulolytique, etc.). 


Activités des différents groupements. — L’étude de nombreux échan- 
tillons montre que la fonction la plus importante est la protéolyse. 
Elle suit de prés la richesse en flore totale: en milieu liquide les 
mémes dilutions sont atteintes. L’amylolyse semble moins importante 
et n/a lieu qu’aux plus faibles dilutions. 

Peu de germes attaquent le glucose et ]’hémicellulose. L’hydrolyse 
de la cellulose & 56° en aérobiose est assez rare (elle a lieu par exemple 
dans le fumier de cheval). Les cellulolytiques anaérobies et les sulfato- 
réducteurs sont plus nombreux ; ils sont d’autant plus abondants que 
Véchantillon considéré est plus riche en thermophiles. 

De plus, nous pouvons constater que, dans une terre de culture par 
exemple, le nombre des thermophiles par rapport a celui des méso- 
philes est faible (1/100 environ). Par contre, il est plus élevé dans 
un terreau (voisin de 1/10 pour les thermophiles cultivant 4 56°). 

Il est aisé, par ces techniques, de classer les terres analysées en plu- 
sieurs catégories : 

a) Les terres pauvres ou dépourvues de thermophiles telles que les 
sables du Sahara. 

b) Les terres moyennement riches comme les terres de prairie. 

c) Les terres riches : terreaux et terres de jardins. 

En conclusion, Jes thermophiles sont inégalement répartis. Quels 
sont les facteurs susceptibles de diriger cette répartition ? 


Facteurs de répartition. — a) Le climat ne semble jouer aucun rdle. 
Les sables du Sahara ne sont pas plus riches en thermophiles que 
ceux de la région parisienne. Des échantillons, de la région de Brazza- 
ville renferment moins de germes que les terres de jardin de nos 
régions. 

Les climats chauds n’augmentent donc pas le nombre des thermo- 
philes, contrairement a l’opinion de certains auteurs. 

b) Le limon du Nil, terre d’une grande fertilité, n’est pas trés riche 
en thermophiles. Leur nombre ne semble donc pas fonction de la 
fertilité d’une ierre. 

c) Des échantillons prélevés 4 des niveaux différents : 10, 50 et 90 cm 
de la surface d’une terre de jardin, donnent des résultats voisins. 
Donc, pour une terre cultivée, la quantité de ces germes ne diminue 
pas sensiblement avec la profondeur. 

d) Des échantillons comme les sables, riches en silice et dépourvus 
de matiére organique, sont les plus pauvres en thermophiles, alors 
que les terres de jardins et les terreaux sont trés riches. Ceci nous 
a amené a penser que la matiére organique serait peut-étre un facteur 
influencant le développement de ces germes. 
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La quantité de matiére organique d’un échantillon a été obtenue 
par calcination au four 4 moufle d’un poids connu de terre séche. Le 
nombre de germes est déterminé 4 l’aide des techniques signalées. 


Echantillons Matiére organique en g °/,,.| Nombre de sermes /j. 


Terreau 17. . 
Terre de jardin G Seas 
Terre de jardin LR5o 500.000 
Sable marin Royan environ3CG 
Sable Saharien environ100 
Oued Namous 


Erratum. — Troisiéme colonne, premiére ligne: su lieu de Nombre de 
germes/j lire: Nombre de germes/g. 


D’aprés ces résultats, le nombre de germes varie bien parallélement 
a la quantité de matiére organique. Ces résultats sont d’ailleurs 
confirmés par l’analyse de trois terres convenablement choisies. 

A, une terre traitée annuellement par A,. 

A, un terreau. 

A, une terre identique 4 A, du point de vue pédologique mais non 
traitée. 

L’analyse donne les résultats suivants : 


A, 1400000 germes par gramme. 
A, 700000 germes par gramme. 


A, 16000 germes par gramme. 


En résumé, le réle de la quantité de matiére organique est trés 
important. Il reste a préciser l’origine de cette matiére organique, 
autrement dit sa nature végétale ou animale. Ce point important de 
V’écologie des thermophiles est actuellement a 1’étude. De plus, nous 
avons tenu 4 examiner également le rdle de |’humidité (cette idée nous 
a été suggérée par 1’étude du nombre de germes au cours de la conser- 
vation des échantillons & la température du laboratoire). 

e) Role de Vhumidité : l’expérience a été faite & Vaide d’un terreau 
fraichement prélevé et du méme terreau ressuyé. Dans le premier cas 
nous obtenons 7 000000 de germes et 3400000 dans le second. Ce 
méme terreau ressupyé conservé & la température du_ laboratoire 
montre, au cours des analyses successives (tous les trois mois pen- 
dant un an), une certaine stabilité dans sa richesse en microorganismes. 
Apres évaporation de la plus grande partie de l’eau, le nombre des 
thermophiles se maintient presque constant. 

Il convient donc de signaler l’importance comme facteurs essentiels 
permettant le développement des thermophiles : 

1° Du taux d’humidité ; 

2° De la quantité de matiére organique. 

Ces conditions, auxquelles s’ajoute l’élévation de la température, 
sont réunies dans les terreaux, les fumiers et les boues, matiéres riches 


en thermophiles. 
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Fic. 2. — Répartition des germes telluriques en fonction de la température : 


terre de jardin. 


R&EPARTITION DES GERMES TELLURIQUES EN FONCTION DE LEUR OPTIMUM 
THERMIQUE. — Les auteurs n’étant pas toujours d’accord sur la tempé- 
rature de culture des bactéries thermophiles (pour certains elle est 
de 75°, pour d’autres elle oscille entre 50 et 60°) il nous a paru impor- 
tant d’étudier et de préciser ce point. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 223 


Deux échantillons ont été choisis : un terreau et une terre de jardin. 
Les expériences ont été faites aux températures suivantes : 56, 50, 45, 
40, 35, 30, 20 et 4°. Parallélement, nous avons mesuré l’activité des 
différents groupements physiologiques A chaque température. Les 
courbes des figures 1 et 2 ont été obtenues en portant les températures 
en abscisses et le nombre de germes en ordonnées. 


: RESULTATs. — 1° Aussi bien pour le terreau que pour la terre de 
jardin nous avons trouvé deux températures favorables pour les numé- 
rations : l’une a 30°, l’autre A 45°. Il est évident qu’il s’agit dans le 
premier cas de la flore mésophile et dans le second de la flore thermo- 
phile. Nous en tirons cette premiére conclusion : la meilleure tempé- 
rature pour numérer la flore mésophile est 30° et celle pour dénombrer 
les thermophiles est 45°. 

2° Comme il fallait s’y attendre, c’est dans la terre que nous trou- 
vons le plus de mésophiles et le moins de thermophiles. C’est ]’inverse 
pour le terreau ot: les thermophiles sont en majorité. 

3° Une différence importante apparait entre la terre et le terreau : 
dans la terre la disproportion entre les thermophiles et les mésophiles 
est grande (340000000 de mésophiles contre 14000000 de thermo- 
philes). Dans le terreau, la disproportion est beaucoup plus faible 
(260 000 000 de thermophiles contre 220000000 de mésophiles), ce qui 
montre également l’importance de la flore mésophile des terreaux. 

4° L’étude des souches isolées & des températures différentes nous 
permet de classer les germes en : 

a) Mésophiles, germes dont l’optimum est & 30° et qui ne résistent 
pas a 45° ; 

b) Thermophiles vrais dont l’optimum est 4 45°, mais qui ne se 
multiplient pas aux températures inférieures ot cultivent les méso- 
philes ; 

c) Thermo-tolérants ou thermophiles facultatifs, pouvant cultiver 
a) 3027) 45° et! 56°: 

Toutes ces constatations expliquent pourquoi certains auteurs utili- 
sant des étuves réglées & 56° trouvent un nombre de germes inférieur 
& ceux qui opérent a 50°. 


ConcLusions. — Les thermophiles du sol sont capables d’exercer diverses 
fonctions physiologiques, parmi lesquelles la protéolyse et l’amylolyse 
apparaissent comme les plus courantes, en plus de la cellulolyse main- 
tenant bien classique. 

Deux facteurs essentiels contrélent l’écologie des thermophiles et 
dirigent leur répartition dans la nature. Ce sont la quantité de matiére 
organique et le taux d’humidité des sols. Par contre, ni le climat, 
ni la fertilité, ni la profondeur ne semblent jouer de réle déterminant. 

Des numérations effectuées 4 des températures variables (de 4 4 56° C) 
montrent deux maxima: l’un A 30°C correspondant 4 la flore méso- 
phile, l’autre a 45° C correspondant a la flore thermophile. L’ampleur 
relative: de ces maxima varie suivant la nature du sol analysé. 

L’étude du comportement de souches isolées en fonction de la tem- 
pérature permet de définir et de distinguer avec plus de précision les 
mésophiles, les thermophiles vrais et enfin les thermo-tolérants. 
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SUMMARY 


STUDY OF THE THERMOPHILIC TELLURIG MICROFLORA. 
II. EcoLocy AND THERMAL OPTIMUM. 


Besides cellulolysis now well known, the thermophilic germs of soil 
can exercise different physiological functions, particularly proteolysis 
and amylolysis. 

Two essential factors govern the thermophilic germs ecology and 
their distribution : the amount of organic substance, and the humi- 
dity ratio of soils. On the other hand, neither climate, nor fertility, 
nor depth, seem to play a very important part. 

Countings realized at different temperatures (4° to 56°C) show two 
maxima : the first at 80°, which corresponds to the mesophilic flora, 
the second at 45°, corresponding to the thermophilic flora. The range 
of these maxima vary according to the soil studied. 

The study of strains isolated in function of temperature allows to 
delimit more exactly mesophilic, true thermophilic and thermo- 
tolerant germs. 
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APPAREIL A TRYPSINATION CONTINUE 
par Arséne BETZ et Jacques MAURIN. 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ P. Lépine]) 


La trypsination des organes animaux en vue de l’obtention de sus- 
pensions de cellules pour leur culture in vitro est devenue une pra- 
tique courante en virologie. Cette digestion peut s’effectuer de facon 
discontinue dans des flacons ordinaires ou dans des appareils parti- 
culiers, en décantant & intervalles réguliers. Pour des raisons de 
commodité, de rendement et de stérilité, on a intérét, pour la prépa- 
ration d’un certain volume, a utiliser des appareils & marche continue. 

Dés 1956, C. Rappaport [4] a décrit un excellent appareil de ce 
type qui a été utilisé avec des résultats satisfaisants par de nombreux 
expérimentateurs et par nous-mémes. Cependant, cet appareil présente, 
au moins pour la digestion des reins de singe, certains inconvénients. 
Il arrive pendant le fonctionnement de l’appareil que les orifices dont 
est percée la paroi inférieure soient obturés les uns aprés les autres 
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par la trame conjonctive de l’organe, libérée par la digestion, et ceci 
d’autant plus facilement que l’animal d’origine est plus 4gé. Une fois 
ces trous bouchés, il est assez difficile d’y remédier. D’autre part, ces 
trous ne doivent pas étre agrandis sous peine de s’exposer A voir passer 
des fragments non entiérement digérés. Par ailleurs, cet appareil 
nécessite pour sa fabrication un verrier expérimenté ; il est assez fra- 
gile et impossible & réparer au laboratoire méme, ce qui le rend peu 
pratique pour ceux qui sont éloignés des grands centres. 

Tout ceci nous a conduits 4 rechercher la réalisation d’un appareil 
le plus simple possible, donc facile & fabriquer et 4 réparer et qui soit 
commode et régulier dans son emploi. Nous pensons que l’appareil 
présenté ici répond a ces conditions. 


Description. — Le flacon ou s’opére la digestion consiste dans une 
fiole de Fourneau de 500 ml (fig. 2). Pour un meilleur brassage des 
fragments nous avons pratiqué dans la paroi latérale cylindrique de 
la fiole quatre sillons verticaux, profonds de 8 4 10 mm, réalisant le 
dispositif habituel en croix de Malte (Rappaport). Cette fiole contient 
un barreau magnétique enrobé de verre ou, mieux, de matiére plas- 
tique stérilisable (Téflon). La fiole est fermée par un bouchon de caout- 
chouc par lequel passent trois tubulures de verre (fig. 1). 

La tubulure 1, par laquelle arrive la trypsine, est effilée & son extré- 
mité inférieure. Elle est reliée & une ampoule a décantation d’un litre 
par un tuyau de caoutchouc (type feuille anglaise) sur lequel est 
montée une pince & vis. L’ampoule 4 décantation est bouchée par un 
bouchon de coton enveloppé de gaze. 

La tubulure 2, qui évacue la suspension cellulaire, plonge jusqu’a 
2 a4 mm du fond de la fiole, assez prés de la paroi de celle-ci pour 
ne pas géner la rotation du barreau magnétique. Elle est raccordée 
a un flacon de 2 1 qui sert a recueillir la suspension cellulaire (flacon 
d’arrivée). Entre les deux est placé un filtre F constitué par une gaze 
de nylon (brins de 0,15 mm espacés de 0,2 4 0,3 mm). Il convient de 
remarquer que l’extrémité inférieure de cette tubulure 2 est sim- 
plement bordée et n’est ni effilée ni élargie en entonnoir. Une pince 
a vis est placée sur le racord en caoutchouc entre le filtre et le flacon 
d’arrivée. 

La tubulure 3 n’est utilisée qu’en début et en fin de digestion. On 
peut a la rigueur s’en passer. Elle est munie d’un court tuyau de 
caoutchouc terminé par un bout de tube de verre contenant du coton 
par mesure de stérilité. L’appareil monté entiérement (4 l’exception 
des pinces) est stérilisé 4 l’autoclave pour étre prét a l’emploi. 


FONCTIONNEMENT DE L’APPAREIL. — On pose la fiole de Fourneau sur 
Vagitateur magnétique D, maintenue par le bras d’un support uni- 
versel. L’ampoule 4 décantation est accrochée au-dessus du méme sup- 
port et le flacon d’arrivée disposé au-dessous dans un bac a glace. Des 
pinces 4 vis sont placées en A et B (fig. 1). On les serre toutes les 
deux, puis on remplit l’ampoule de la quantité de trypsine nécessaire 
préalablement tiédie (pour une paire de reins de singe, nous utilisons 
750 m] de trypsine en solution & 0,25 p. 100). On desserre la pince A ; 
la trypsine s’écoule dans l’appareil. On arréte lorsqu’il est 4 moitié 
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Fic. 1. — Ensemble de Vappareil. 


Fre. 2. — Détail de la fiole. 
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plein environ. Puis on ouvre l'appareil en enlevant le bouchon qui 
porte les trois tubulures et on introduit stérilement les fragments de 
Vorgane a digérer qui ont été préalablement soumis comme d’habi- 
tude a la pré-digestion. On referme, on met l’agitateur magnétique 
en marche. Puis, tout en maintenant fermée la pince a vis B, on place 
en C, sur la tubulure de purge, une pince de Mohr qui y restera 
jusqu’a la fin. On ouvre alors en A. La trypsine coule, mais rapl- 
dement s’arréte lorsque la pression dans l’appareil équilibre le poids 
de la colonne de liquide. On attend dix & quinze minutes, puis on 
ouvre en B avec précaution. La suspension de cellules monte lente- 
ment dans la tubulure 2 puis traverse le filtre F et va s’écouler goutte 
a goultte dans le flacon d’arrivée. On régle le débit avec la pince B. 
Ce débit doit étre assez lent au début (I goutte par seconde) puis plus 
rapide lorsque la digestion s’avance (II A III gouttes par seconde). Au 
fur et 4 mesure de l’écoulement de la suspension cellulaire, de !a 
trypsine fraiche la remplace automatiquement dans le flacon et 
Vappareil fonctionne ainsi tout seul pendant le temps nécessaire & la 
digestion compléte (deux 4 quatre heures). Il suffit de surveiller en 
réglant de temps en temps le débit en B. Il est & remarquer que, 
a condition que le débit reste modéré, d’importants fragments ne 
sengagent jamais dans la tubulure 2, ou s’ils s’y engagent, ils 
retombent immédiatement par leur propre poids. Il est parfaitement 
inutile de prévoir un filtre ou une sorte de crépine 4 l’endroit ot Ja 
tubulure 2 plonge dans le liquide contenant les fragments. 

Lorsque toute la trypsine s’est écoulée, rien n’est plus simple que 
de vidanger l’appareil ; il suffit d’ouvrir un peu plus la vis B et le 
liquide se siphone de lui-méme, a condition que A reste ouvert. En 
cas de désamorcage du siphon, il est facile d’y remédier en soufflant 
par la tubulure 3 rouverte pour la circonstance aprés avoir refermé 
en A, Si A ce moment on entraine des débris, cela n’aura aucune 
importance, car ils seront arrétés par le filtre F qui n’est vraiment 
utile qu’&a ce stade terminal de |’opération. 


En conclusion, cet appareil & trypsiner trés simple est trés facile 
i réaliser aux moindres frais; il donne des résultats tout a fait 
satisfaisants. 


SUMMARY 
APPARATUS FOR CONTINUED TRYPSINATION. 


The construction of this apparatus is very easy and not expensive. 
It yields quite satisfactory results. 
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ASPECTS MORPHOLOGIQUES 
DES TREPONEMES ANAEROBIES D/ORIGINE GENITALE 


par Michel MOUREAU et Giovanni A. MELONI. 


Institut Pasteur, Paris, et Institut de Microbiologie 
de l'Université de Génes) 


Lors de précédentes recherches, l’un de nous, en collaboration avec 
Giuntini [4], a étudié au microscope électronique les caractéristiques 
morphologiques de tréponémes anaérobies d’origine génitale. L’intérét 
de ces recherches, bien qu’entreprises sur un plan purement descriptif, 
élait justifié par les nombreuses contradictions existant encore sur le 
plan taxonomique 4 propos de J’individualité de ces espéces. Souvent 
on a cherché a individualiser a ]’excés des souches semblables ou, au 
contraire, & rendre communes des observations relatives 4 des espéces 
que leurs caractéristiques culturelles, métaboliques et morphologiques 
séparaient nettement [2, 3]. 

Dans ce mémoire nous admettrons les conclusions de la précédente 
publication [4]. Nous ne reviendrons pas sur l’individualité taxono- 
mique des espéces, leur saprophitisme obligatoire et leur différence 
fondamentale avec le tréponéme de la syphilis. Notre but est de 
confronter les résultats concernant la morphologie obtenus en micro- 
scopie électronique et en microscopie optique. En effet, certains morpho- 
logistes reprochent aux techniques particuliéres du microscope électro- 
nique d’étre traumatisantes vis-a-vis des germes étudiés et de modifier 
assez profondément leur structure réelle. La mise au point par l’un de 
nous [4] d’une nouvelle technique de coloration trés sensible, parti- 
culiérement pour la coloration des cils bactériens et la mise en évi- 


PLANCHE J] 


Fic. 1. — Treponema minutum (2 400 x). 
Fic. 2. — Treponema minutum (2 400 x). 
Fic. 3. — Treponema minutum (2 400 x). 
Fic. 4 

5 


Fic. 


. — Treponema minutum (2 400 x). 
. — Treponema minutum (1 800 x). 
Fic. 6. — Treponema calligyra (1600 x). 
Fic. 7. — Treponema refringens (1800 x). 
Fic. 8. — Treponema rejringens (1 800 x). 
Fic. 9. — Treponema phagedenis (1500 Sole 
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dence des plus fins détails structuraux des tréponémes anaérobies, 
nous a permis de réaliser une étude morphologique comparative. 


; TECHNIQUES, — Les germes ont été cultivés sur un milieu classique 
de Vinzent [5]. Les différents prélévements pour la fixation et la 
coloration ont été effectués dans des périodes variables de dix, quinze, 
vingt et trente jours, au moyen d’une pipette Pasteur, et délayés dans 
de l’eau du robinet jusqu’a obtention d’un léger trouble. A partir 
de l’émulsion ainsi obtenue, on procéde A l’étalement de frottis sur 
lamelle et a l’application de la méthode de Meloni dont les détails 
ont été décrits dans la publication citée [4]. Il suffit de rappeler ici 
quelle consiste essentiellement en une fixation par l’acide chromique 
et le chlorure de cobalt A 1 p. 100; en une imprégnation de renforce- 
ment au nitrate d’argent ammoniacal dans des proportions différentes 
de celles utilisées dans la méthode classique, bien connue, de Fontana. 

Cette méthode de coloration est fine et précise ; elle ne semble 
créer aucun artefact, aucune modification de la morphologie réelle des 
microorganismes étudiés. La révélation des cils et des flagelles est 
particuliérement aisée. Lors de recherches antérieures [6] sur ia 
structure fine de la flore buccale, l’un de nous avait pu obtenir grace 
4 elle des images intéressantes. 


Résuttrats. — A. Treponema minutum: La souche que nous avons 
étudiée a été isolée par Vinzent en 1934 a partir d’un condylome. 
Nos observations lui donnent les caractéres morphologiques suivants. 
Longueur: 5 4 15 pw; 0,25 & 0,85 yw de largeur, avec 6 4 10 spires 
étroites, généralement réguliéres, parfois moins nettement visibles. Le 
corps est cylindrique, aux extrémités arrondies a partir desquelles 
partent de longs filaments terminaux, morphologiquement distincts 
les uns des autres, mais réunis en un fouet dont les ondulations 
rappellent les ondulations du corps du tréponéme Ilui-méme (pl. I, 
fice len 3) 

Trés souvent il est possible de trouver de nombreux éléments se 
présentant comme réunis en longues chaines par l’intermédiaire de 
ces filaments, en particulier dans le cas de cultures jeunes. Il est 
possible d’attribuer de telles formations aux conséquences d’une divi- 
sion de la membrane qui se détacherait la derniére, déterminant 
chaque fois la formation de ces flagelles. Cependant, l’extréme régu- 
larité de leurs dimensions et surtout la présence, a l’extrémité distale 
de ces filaments, d’un granule trés argyrophile semblable aux forma- 
tions décrites par Levaditi et coll. [7], Manouélian [8], Simon [9], 
Mollinedo [10] et d’autres chercheurs, seraient en faveur d’une inter- 
prétation plus simple, c’est-a-dire : présence réelle, individualité mor- 
phologique vraie, de ces flagelles, indépendamment de toute division. 
Des quatre especes génitales que nous étudions, Treponema minutum 
est la seule qui posséde un flagelle terminal 4 chaque extrémité, ce 
qui est une caractéristique de l’espéce. 


B. Treponema calligyra: Souche isolée d’un ulcére phagédénique 
de la vulve par Vinzent en 1934. Sa morphologie est telle qu’elle 
justifie pleinement sa dénomination (pl. I, fig. 6). Ses spires sont 
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belles, réguliéres, larges (fig. 6) et cylindriques, au nombre d’une 
douzaine. Le corps ne présente aucun filament ou flagelle. Sa longueur 
est de 6 & 12 nu, sa largeur de 0,35 4 0,45 yp. Trés souvent, dans nos 
conditions de culture, cette espéce présentait des amas enchevétrés, 
une sorte d’agglutination spontanée. 


C. Treponema refringens ; Cette souche a été isolée par Vinzent en 
1934 d’un ulcére syphilitique. Ses spires sont étroites, de dimensions 
et d’allure variables, leur nombre de méme. Le corps est cylindrique, 
légérement aplati, long de 6 A 20 p. Le diamétre oscille entre 0,25 
et 0,35 p. A l’une des extrémités et 4 une seule, qui se présente de 
facon effilée, est attaché un filament long et ondulé (pl. I, fig. 7). 
Ce filament terminal réunit quelquefois des germes en voie de divi- 
sion. On rencontre aussi fréquemment des éléments bactériens de 
morphologie normale fixés A un petit corps arrondi (pl. I, fig. 8) sem- 
blable A certaines des formes décrites par De Lamater et coll. [44, 
42, 43] et Hamp et coll. [44, 415]. 


D. Treponema phagedenis : Cette souche a été également isolée par 
Vinzent en 1934 d’un ulcére phagédénique de la vulve chez une fillette. 
Morphologiquement ses spires sont larges et irréguliéres, de nombre 
variable de 1 4 8. C’est le plus grand et le plus gros des tréponémes 
génitaux : de 8 a 30 yw de long et large de 0,7 yw. Le corps n’est pas 
trés réguliérement cylindrique, présente de loin en loin des renflements 
assez marqués, optiquement plus denses. Conformément aux descrip- 
tions classiques de Vinzent, la présence d’un renflement de 3 a4 u 
de diamétre & une seule des extrémités est suffisamment constante 
pour permettre un diagnostic de l’espéce. De méme que dans fa 
publication en microscopie électronique, il ne nous a pas été possible 
de mettre en évidence de filament terminal. Dans les conditions de 
culture que nous* avons réalisées nous avons noté des éléments en 
échevaux, en tresses (pl. Hl, fig. 14). Aucune des espéces étudiées n’a 
révélé la présence de cils, malgré la grande sensibilité de la méthode 
pour Jeur mise en évidence. 


ConcLusions. — Ainsi donc, l’observation de quatre espéces de trépo- 
némes anaérobies d’origine génitale, grace & un nouveau procédé de 
coloration, nous a confirmé les caractéristiques structurales mises en 
évidence grace au microscope électronique. Toute idée d’artefact et 
toute possibilité de mauvaise interprétation sont exclues en raison de 
la différence essentiecile existant entre les procédés de fixation, de 
préparation ef de lecture de chacune des deux méthodes. 


SUMMARY 


MORPHOLOGICAL ASPECTS OF ANAEROBIC GENITAL TREPONEMA. 


The study of four anaerobic genital Treponema species by means 
of a new staining technique confirms the morphology observed hy 
electron microscopy. The difference between the fixation, preparation 
and lecture techniques of the two methods rules out any possibility 
of artefact or error of interpretation. 
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ETUDE MICROBIOLOGIQUE 
DE LA RHIZOSPHERE DU BLE 


li. — REALISATION ET ANALYSE MICROBIOLOGIQUE 
D’UNE RHIZOSPHERE ARTIFICIELLE 


par J. RIVIERE. 


(Institut National Agronomique, Laboratoire de Microbiologie) 


Nous avons montré précédemment [4] que le tallage, négligé par 
les divers auteurs, présentait un effet rhizosphére maximum. 

Les travaux rapportés dans cette communication ont pour objet de 
préciser la nature de cette action. Rovira [2, 3, 4], en opérant avec 
des cultures stériles, a étudié sur la microflore de la rhizosphére |’effet 
des sécrétions radiculaires lors de la germination du pois et de l’avoine. 
Nous avons essayé d’expérimenter d’une facon plus écologique en 
réalisant une véritable rhizosphére artificielle correspondant au stade 


du tallage. 


TECHNIQUE. — Nous avons fait des cultures stériles de blé en fioles 
contenant 1000 ml de solution nutritive minérale jusqu’au tallage, 
avec un dispositif expérimental permettant l’aération d’aprés une tech- 
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nique inspirée des travaux de Lemoigne, Monguillon et Desveaux [5]. 
La composition de ia solution minérale est la suivante : 


Sulfate d’ammonium.... 0,5 g  Chlorure de manganése 0,002 g 
Sulfate de magnésium. 0,1 g Silicate de sodium..... 0,002 ¢ 
Phosphate monopotassi- Sulfate d’aluminium.... 0,002 g 

Ques w.Gtrecotseaeeeee 0,5 g Borate de sodium..... 0,002 ¢ 
Sulfate de fer......... 0,02 g  JIodure de potassium.. 0,001 ¢ 
Carbonate de calcium.. 2 g Fluorure de sodium... 0,001 g 
Chlorure de zinc...... 0,002 g¢ Eau de source... q.s. 1000 ml 


Aprés concentration sous vide & basse température et stérilisation par 
filtration des essais, d’une part, et d’un témoin sans culture, d’autre 
part, les solutions obtenues sont incorporées 4 de la terre de jachére 
séchée a l’air, le tout mis a incuber a 22° & humidité constante 
(20 p. 100). Les analyses microbiologiques sont faites avec les techniques 
signalées dans notre premiére communication [4]. 


Résutrats. — ,Nous ne donnerons qu’un résumé des résultats dans 
le tableau I. 


Tasteau I. — Effet rhizosphére artificiel de la solution nutritive 
concentrée quarante fois. 


Incubation 


Microflore 
nitreuse 


Microflore 
nitrigque 


Microflore 
dénitrifiante 
Microflore 
cellulolytique aérobie 
Microflore 
aamylolytique 

Cienese one 
Actinomycétes 

Flore totale 


Une premiére expérience, aprés avoir concentré dix fois, n’a donné 
aucun résultat méme aprés dix-sept jours. Dans une deuxiéme expé- 
rience, nous avons utilisé une solution concentrée quarante fois, les 
analyses étant faites les quatri¢éme, huitiéme, dix- septiéme, vingt- 
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— Treponema phagedenis (1500 x). 
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(1 500 x). 
(1 500 x). 


. — Treponema phagedenis 
. — Treponema phagedenis 
— Treponema phagedenis 


4. -— Treponema phagedenis 
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cinquiéme et quarante-deuxiéme jours ; les résultats ont été trés inté- 
ressants : il y a déja un effet rhizosphére au bout de quatre jours, 
Maximum le dix-septiéme jour pour les bactéries et les champignons, 
le vingt-cinquitme jour pour les actinomycétes. Les. Azotobacter ne 
présentent pas de variation nette. Les nitrificateurs ont une action 
lente, présentant au dix-septi¢me jour un rapport R/S significatif qui 
se maintient jusqu’au quarante-deuxiéme jour pour les ferments 
nitriques. Les cellulolytiques aérobies sont inhibés le dix-septiéme jour, 
coincidant avec l’action maximum sur les champignons. La dénitri- 
fication et l’ammonification évoluent presque parallélement : leffet 
rhizosphere commence dés le quatriéme jour, passe par un maximum 
le dix-septiéme jour, diminue le vingt-cinquitme et devient nul le 
quarante-deuxiéme jour. Quant 4 l’amylolyse, l’effet est plus tardif et 
n’apparait que le dix-septitme jour pour se maintenir jusqu’au vingt- 
cinquiéme jour. 


ConcLusions. — Nous avons donc réalisé une rhizosphére artificielle 
ayant les caractéristiques de la rhizosphére éloignée d’une culture en 
pots au moment du tallage, ceci en incorporant uniquement des 
sécrétions radiculaires 4 l’exclusion de tout élément cellulaire exfolié. 
Le métabolisme de ces substances met en jeu les diverses flores, sauf 
les Azotobacter qui ne présentent aucune stimulation, mais l’action 
n’est pas explosive, elle est douce et progressive et se maintient assez 
longtemps. On peut donc conclure que, sauf pour les Azotobacter, 
Veffet rhizosphére au moment du tallage peut s’expliquer uniquement 
par l’action des sécrétions radiculaires et que le métabolisme des 
cellules mortes ou exfoliées ne joue pas, confirmant l’opinion de 
Vozniakovskaia [6] et Burkhard [7]. 

Actuellement, nos travaux ont pour objet d’étudier la composition 
de ces sécrétions. 


SUMMARY 


MICROBIOLOGICAL STUDY OF WHEAT RHIZOSPHERE. 
II. — REALIZATION AND MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF AN ARTIFICIAL 
RHIZOSPHERE. 


By incorporating exclusively radicular secretions in the absence of 
any cellular exfoliated elements, the author has realized an artificial 
rhizosphere possessing the characteristics of the distant rhizosphere of 
a culture in pots at the moment of tillering. 

The different species of the microflora (with the exception of Azoto- 
bacter, which do not manifest any stimulation) are implied in the 
metabolism of these substances, but the action is not an explosive one, 
it is mild and progressive and lasts a rather long time. 

This suggests that, with the exception of Azotobacter, the rhizosphere 
effect at the moment of tillering, is only due to the radicular secre- 
tions ant that the metabolism of dead or exfoliated cells does not play 
any part. These findings confirm Vozniakovskaia’s and Burkhard’s 
opinion. j ; 

The author is now studying the composition of these secretions. 
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CONTRIBUTION AU DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DE CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE 


par L.-A. ROBIN. 


(Laboratoire général du Centre Hospitalier Régional de Rouen) 


La multiplicité des techniques d’‘isolement et d/’identification de 
C. diphtheriae publiées au cours de ces trentre derniéres années 
prouve l’embarras des bactériologistes devant la question du diagnostic 
biologique rapide de la diphtérie et l imperfection des méthodes 
employées. 

Sans vouloir en faire une revue critique et sans prétendre apporter 
une solution définitive au probleme, je soumets a 1’expérimentation 
des laboratoires le procédé que j’utilise depuis plus de quatre ans et 
demi. 

J’ai abandonné les milieux au tellurite en raison des modifications 
morphologiques qu‘ils provoquent et qui peuvent retarder ou fausser 
le diagnostic. 

Les principes suivis sont : 

a) L’emploi d’un milieu sélectif d’isolement pour C. diphtheriae ; 

b) L’emploi d’un milieu non sélectif pour l’étude de la flore associée ; 

c) La vérification répétée de la pureté de la culture de C. diphtheriae 
et autres diphtérimorphes. 

d) L’emploi de milieux de diagnostic différentiel donnant en quinze 
heures 4 37° une culture luxuriante et des virages nets permettant 
une lecture facile. 


DISPOSITIF POUR LE PRELEVEMENT. 


Le laboratoire met A la disposition du médecin Je matériel suivant: 

1° Un tampon monté (A) sur tige métallique inoxydable est placé dans 
un tube de verre de 160 x 7 mm 4a fond rond (B); ce petit tube est intro- 
duit dans un tube de 180 x 18 mm (C) bouché au coton et on stérilise le 
tout 4 170°, une heure (fig. 1). 

2° On introduit aseptiquement dans le tube de 180 mm seulement 3 45 ml 
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de sérum limpide de cheval (D) filtré préalablement sur Seitz. On met Je 
tout a coaguler en position verticale A 72°-75° au bain-marie pendant 
quarante-cing minutes. Dés que l'ensemble est refroidi, on remplace le 
bouchon de coton du tube de i80 mm par un bouchon de caoutchouc 
stérile pour éviter la dessiccation du milieu, aprés avoir décollé le petit 
tube du sérum coagulé avec une pince stérile. Ce tube est ainsi mobile 
dans la logette qui recevra ultérieurement le tampon chargé du_ préléve- 
ment. 

3° Au moment de l’emploi, on retourne le tube, sérum coagulé en haut, 
et par petits coups répétés sur une table on dégage le petit tube de sa 
logette (le bouchon de caoutchoue évite le bris du tube de 180 mm). 


Ceci fait, on enléve aseptiquement le bouchon de caoutchouc, on sort 
Je petit tube contenant Je tampon monté, on rebouche le tube de 180 mm. 

On effectue un prélévement correct avec le tampon et ce dernier est 
alors placé directement dans la logette de sérum coagulé. 

Le petit tube est éliminé et retourné au laboratoire séparément, en 
méme temps que le prélévement. 


MILIEUX D’ISOLEMENT. 


Milieu sélectif. — Sérum limpide de cheval, filtré sur Seitz et coagulé 
lentement en position inclinée 4 70°-72° maximum. Le milieu doit étre 
translucide, sans bulles d’air incorporées résultant d’un chauffage rapide 
ou supérieur 4 72°. Bouchon de caoutchouc stérile aprés coagulation et 
refroidissement pour éviter la dessiccation. 


Milieux non sélectifs. — Au milieu classique de Loffler nous préférons 
les milieux BO-EG: 

a) On fait fondre 4 l’autoclave 4 vapeur fluente 400 cm* de gélose nutri- 
tive A 3 p. 100, pH = 7,5, qu’on maintient ensuite a 60°. 
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Dans un appareil A répartition stérile, on aspire aseptiquement dans 
lordre : 


Glucose pur en solution A 30 p. 100 stérile ........ 3,5 ml 
Extrait globulaire stérile9 2.2. .n-d- cree: ae cleric 20 mi 
Blane Moeut alcalin’ stémile eee ceciteers ere) ot-l ariel otoneier- 100 ml 
Bouillon nutritif peptoné a1 p. 100, gélosé a 3 p. 100, 

UIs ea Hann GOR ono oriboconanoae cuochobovaacoEAacpasséc 400 ml 


Bien mélanger et répartir aseptiquement 9 ml par tube 180 x 18. Laisser 
solidifier en position inclinée pendant quarante-huit heures. 

On a ainsi de la gélose glucosée BO-EG. 

b) Méme milieu non glucosé, non gélosé, réparti aseptiquement par 0,5 
4 1 ml dans des tubes A hémolyse stériles. 

(Bouillon BO-EG.) 


MILIEUX D’IDENTIFICATION. 


Eau peptonée BO-EG sucrée. — Aspirer aseptiquement dans un appareil 
a répartition stérile, dans l’ordre: 
Pxtrait clobulame sterilem sj. ect iicce ernie eek 25 ml 
Blanes dccutyalealinasterle nee eeee cee ene erate 50 ml 
Eau peptonée (UCLAF) A 2 p. 100 stérile ............. 100 ml 
oleh = Ys 


Et répartir 4 raison de 3,5 ml par tube de 180 x 18 mm. 

A ce milieu de base on ajoute, par tube: 

Soit HII gouttes de solution de glucose pur & 30 p. 100 sférile. 

Soit III gouttes de solution de saecharose pur a 30 p. 100 stérilisée par 
{iliration sur Seitz. 

Soit 0,5 ml d’une solution de dextrine ainsi préparée: 4 0,1 g de deztrine 
précipitée par Valcool et mise en tube de 180 x 18 mm, on ajoute au moment 
de l'emploi 2,5 ml d'eau bidistillée stérile. On porte au bain-marie a 100° 
pendant cing minutes exactement en agitant vigoureusement le tube toutes 
les minutes environ. On laisse refroidir sans porter le tube sous un 
courant d'eau froide. 

Les milieux ainsi préparés subissent un contréle de stérilité quarante- 
huit heures A 37°. L’eau peptonée BO-EG dextrinée est contrdlée avant 
Vaddition de la dextrine. 


TECHNIQUE. 


I. Des Varrivée du prélévement au laboratoire, A partir du tampon monté 
ensemencer 4 l’anse de platine, sans recharger et dans l’ordre: 


a) Un tube de sérum coagulé ; 
b) Un ou deux tubes de gélose glucosée BO-EG. 


Puis, sur lames stériles, effectuer deux frottis avec le tampon qui est 
ensuite remis dans sa logette, 4 l’étuve A 37°, en méme temps que les 
milieux ensemencés. 

Ces deux frottis seront colorés au Gram, la décoloration A l’alcool étant 
plus poussée sur l’un d’eux. On donne au médecin le résultat de cet 
examen direct. Si ce dernier est négatif pour les diphtérimorphes, on 
pourra selon la technique de Sohier, de Lyon, faire de nouveaux Gram 
a partir de la logette de sérum coagulé quatre A six heures apres et 
en cas de positivité, prévenir le médecin traitant. 

On conserve 4 37° la logette de sérum coagulé. 
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HI. Quinze a vingt-quatre heures aprés (suivant Vheure d’arrivée au labo- 
ratoire), on repére A la loupe sur le sérum coagulé incliné les colonies 
suspectes ; a défaut, on inspecte les BO-EG gélosés. 

Avec un fil fin on préléve une colonie suspecte qu’on dissocie sur 
les parois d’un tube A hémolyse contenant 0,5 & 1 ml de bouillon BO-EG 
4 38°, Puis on poursuit cette dissociation dans une gouttelette d’eau physio- 
logique stérile sur une lame flambée (premier contréle de pureté sur 
Gram). 

Opérer ainsi sur 5 A 6 colonies suspectes et numéroter tubes et Gram 
correspondants. Les tubes & hémolyse ensemencés sont mis au bain-marie 
A 38°; ceux qui sont reconnus souillés seront éliminés. 


Ill. Cing a sept heures aprés, sur les petits tubes ensemencés restants, 
on effectue un deuxiéme contréle de pureté sur Gram. 

Si entre la cinquiéme et septiéme heure, certains tubes montrent une 
culture apparente de diphtérimorphes purs, il ne s’agit pas de B. hoffmanni. 


IV. Chaque petit tube reconnu « pur» est repiqué : 

a) A raison de II a III gouttes sur chaque milieu d’idenlification : glucose, 
dextrine et saccharose, préalablement mis a 37°, de préférence. 

Une fois ensemencés, ceux-ci sont remis a l’étuve a 379, mais en posi- 
tion presque horizontale (sans mouiller le bouchon de coton) pour porter 
au maximum la surface d’aération. 

b) En colonies isolées sur un tube de BO-EG glucosé (facultatif). 


V. Apres quinze heures d’étuve, on effectue sur chaque tube d’identifi- 
cation un troisiéme contréle de pureté sur lame, puis on ajoute III gouttes 
de rouge de crésol a 0,2 p .100. 

Dans le cas de C. diphtheriae (gravis, mitis ou intermedius) on constate : 

a) Une culture massive dans le tube glucose, viré au jaune frane ; 

b) Une culture abondante dans le tube dextrine, viré au jaune franc ; 

c) Une cuture trés apparente dans le tube saccharose non viré (rouge). 

C. culis commune fermente glucose et saccharose seuls. 

C. hoffmanni ne vire aucun sucre. 

Certains diphtéroides du nez, des yeux, des oreilles virent au jaune le 
elucose, donnent une couleur amarante sur le tube dextriné, ne virent 
pas le saccharose. 

VI. La rapidité de la réponse définitive dépend de l’heure d’arrivée du 
prélévement au laboratoire. 

Les réponses les plus rapides peuvent étre données en trente-six heures, 
les plus tardives (sauf pour certains porteurs de germes), en quarante- 
quatre & quarante-huit heures. 

VII. Chez certains porteurs de germes, il peut arriver qu’aprés dix-huit 
ou vinet heures a 37° on ne décéle aucune colonie suspecte sur les tubes 
d’isolement. 

Il faut alors repartir de la logette de sérum coagulé et refaire les 
isolements comme en J avant de donner une réponse négative définitive. 


RemMARovE. — Les autres milieux différentiels (urée et H,S) donnent des 
réponses beaucoup plus tardives. 


RESULTATS. 


Nos essais ont porté sur des souches de collections en provenance 
de l’Institut Pasteur de Paris, des Wellcome Research Laboratories de 
Beckengam, de l'Institut Robert Koch de Berlin, du Laboratoire 
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d’Hygiéne de la Faculté de Lyon (1) et sur les prélévements que nous 
recevons des hdépitaux. 

Les plus nombreux sont des prélévements de gorge (angineux, 
entrants 4 l’hépital d’enfants, contacts avec des diphtériques). 

Beaucoup plus rarement les services d’O.-R.-L. nous adressent des 
sérosités ou des pus d’origine nasale, oculaire ou auriculaire. 

En quatre années et demie nous avons pu ainsi étudier ou isoler 
une cinquantaine de souches de C. diphtheriae, une trentaine de 
souches de C. cutis commune, plus de 450 souches de C. hoffmanni et 
9 souches de diphtéroides donnant un virage amarante sur la dextrine, 
un virage jaune sur le glucose, ne touchant pas le saccharose. 

Toutes les souches isolées (sauf C. hoffmanni) ont été inoculées 
a des cobayes de 250 & 300 g (1 ml de culture en bouillon de vingt- 
quatre heures par voie sous-cutanée). 

Les souches virant au jaune glucose et dextrine sans toucher le 
saccharose se sont toutes montrées pathogénes pour le cobaye (mort 
en un ad quatre jours avec lésions classiques). Aucune autre souche 
n’a tué le cobaye. 

En d’autres termes, nous n’avons pas observé de discordances entre 
Videntification de C. diphtheriae par les moyens indiqués et le pou- 
voir pathogéne sur le cobaye. 


CONCLUSIONS. 


Notre expérimentation est insuffisante pour porter des conclusions 
fermes. 

Les auteurs ont signalé des souches de C. diphtheriae attaquant le 
saccharose et des souches de diphtéroides attaquant la dextrine. 

I] nous est arrivé d’avoir des fermentations aberrantes quand la 
culture était impure ou quand les milieux sucrés n’étaient pas pré- 
parés strictement suivant le mode que nous avons indiqué. 

Il se peut que nous rencontrions ultérieurement des souches faisant 
exception. 

Nous présentons donc avec prudence nos résultats et serions heureux 
si d’autres laboratoires expérimentaient le procédé que nous venons 
d’exposer. 


SUMMARY 
STUDIES ON BACTERIOLOGICAL DIAGNOSIS oF Corynebacterium diphtheriae. 


The author points out that his findings do not allow any reliable 
conclusion. 

Some workers have described strains of C. diphtheriae which attack 
saccharose and strains of diphtheroides which attack dextrin. 

The author has obtained aberrant fermentations when the culture 
was not pure or when his technique was not rigorously applied. 

It is possible that some strains exist showing abnormal fermentations. 

The author would be pleased if other laboratories would experiment 
with the technique described. 


(1) Tous organismes que nous remercions de leur extréme obligeance. 
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